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1.1 Die Herzinsuffizienz 
1.1.1 Definition 
Laut den aktuellen ESC-Guidelines von 2012 wird die Herzinsuffizienz 
pathophysiologisch definiert als eine “Abnormität der kardialen Struktur oder Funktion, 
welche zu einem Herzversagen führt, so dass das Herz trotz normaler Füllungsdrücke 
nicht mehr dazu in der Lage ist, angemessene Mengen an Sauerstoff für die 
Bedürfnisse des metabolisierenden Gewebes bereitzustellen“ [1]. Genau genommen 
handelt es sich hierbei jedoch nur um die Definition der systolischen Herzinsuffizienz 
(s.u.).  
Neben diesem pathophysiologischen Ansatz existiert auch eine klinische Definition 
anhand einer Syndrombeschreibung, die die Symptome und Befunde des Patienten in 
den Vordergrund stellt [1]. Zur klinischen Diagnosestellung der Herzinsuffizienz haben 
sich dabei die sogenannten Framingham-Kriterien etabliert (Tabelle 1.1.1) [2].  
 
Tabelle 1.1.1 Framingham-Kriterien nach [2]: Für die klinische Diagnose einer Herzinsuffizienz 
müssen zwei Kriterien erster Ordnung oder ein Kriterium erster Ordnung und zwei Kriterien 
zweiter Ordnung vorhanden sein [1, 3]. 
 
Kriterien erster Ordnung Kriterien zweiter Ordnung 






• Akutes Lungenödem 
• 3. Herzton 
• Erhöhter ZVD 
• Hepatojugulärer Reflux 
• Gewichtsabnahme über 
4,5 kg in 5 Tagen unter 
Herzinsuffizienztherapie 
• Unterschenkelödeme 





• Vitalkapazität vermindert 






Die Einteilung des Schweregrads der Herzinsuffizienz erfolgt durch eine - auch im 
klinischen Alltag verwendete - funktionelle Klassifikation der New York Heart 
Association (NYHA) (siehe auch Tab. 1.1.2) [4]. 
 
Tabelle 1.1.2 Funktionelle Klassifikation der Herzinsuffizienz basierend auf dem Schweregrad 




Sowohl in den Guidelines als auch in nahezu allen klinischen Studien wird der Begriff 
„Herzinsuffizienz“ anhand des klinischen Syndroms definiert.  
1.1.2 Diagnosestellung 
Entsprechend den deutschen „Leitlinien zur Therapie der chronischen Herzinsuffizienz“ 
[6] muss die kardiale Dysfunktion zur Diagnosestellung neben dem klinischen Syndrom 
zusätzlich noch objektiviert werden. Zur Objektivierbarkeit der (systolischen) 
Herzinsuffizienz wird zumeist die Bestimmung der sogenannten linksventrikulären 
Ejektionsfraktion (LVEF) verwendet. In die Berechnung der LVEF (s. Abb. 1.1.1) gehen 
dabei das enddiastolische und das endsystolische Volumen ein, wobei die Differenz 
aus diesen beiden (Zähler des Bruches) das Schlagvolumen darstellt. 
 
Abbildung 1.1.1 Formel zur Berechnung der linksventrikulären Ejektionsfraktion. 
Stadium Kriterien 
I 
Patienten mit Herzerkrankung ohne Limitationen der körperlichen 
Leistungsfähigkeit. Alltägliche körperliche Belastung verursacht keine 
übermäßige Erschöpfung, Rhythmusstörungen, Luftnot oder Angina 
pectoris. 
II 
Patienten mit Herzerkrankung mit leichter Einschränkung der körperlichen 
Leistungsfähigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltägliche körperliche 
Belastung verursacht Erschöpfung, Rhythmusstörungen, Luftnot oder 
Angina pectoris. 
III 
Herzerkrankung mit deutlicher Einschränkung der körperlichen Leistungs-
fähigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe körperliche Belastung 
verursacht Erschöpfung, Rhythmusstörungen, Luftnot oder Angina pectoris. 
IV Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen körperlichen Aktivitäten und 




Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind im Regelfall kardiale Erkrankungen, welche ein 
systolisches Herzversagen verursachen und somit mit einer reduzierten LVEF (≤ 40 %) 
einhergehen. Diese werden daher auch als „HF-REF“ („heart failure with a reduced 
ejection fraction“) bezeichnet. Liegt eine Einschränkung der diastolischen Funktion bei 
erhaltener LVEF vor, wird von einer „HF-PEF“ („heart failure with preserved ejection 
fraction“) gesprochen [7]. Beide Formen liegen nur selten isoliert vor und können 
ineinander übergehen. Als Goldstandard zur Bestimmung der LVEF (Diagnose der  
HF-REF) sowie zur Detektierung von Relaxationsstörungen (Diagnose der HF-PEF) 
dient zumeist die Echokardiographie [8–10]. 
1.1.3 Ätiologie, Epidemiologie und zeitlicher Verlauf 
Ätiologisch wird eine Vielzahl von verschiedenen Ursachen der Herzinsuffizienz 
unterschieden, wobei die Gründe im Wesentlichen myokardial, valvulär, perikardial, 
endokardial, kongenital, durch Arrhythmien, Erkrankungen des Reizleitungssystems, 
Situationen erhöhten Bedarfs oder Volumenüberlastung bedingt sein können  
(s. Anhang 10.1). Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist dabei mit bis zu zwei Drittel die 
am weit häufigsten zu Grunde liegende Ursache [11]. 
In der westlichen Welt wird altersabhängig von einer Prävalenz1 der Herzinsuffizienz 
zwischen einem und zwei Prozent ausgegangen. Unter 50 Jahren liegt die Prävalenz 
deutlich unter einem Prozent, ab 75 Jahren steigt diese jedoch auf 8,4 % und über 80 
Jahre auf 9,1 % [12, 13]. Die Inzidenz2 liegt zwischen 5-10 pro 1000 Personen – 
wiederum mit zunehmender Häufigkeit im Alter [14, 15]. In Deutschland ist die 
Herzinsuffizienz mittlerweile die dritthäufigste Diagnose bei vollstationär behandelten 
Patienten sowie die dritthäufigste Todesursache [16]. 
Grundsätzlich ist die Herzinsuffizienz ein chronischer Zustand [14], wobei der zeitliche 
Verlauf zwischen einer akuten und einer chronischen Herzinsuffizienz nur unscharf 
definiert ist. So wird von einer chronischen Herzinsuffizienz gesprochen, wenn 
Patienten schon „eine Zeit lang“ [1] Symptome zeigen. Bei der akuten Herzinsuffizienz 
treten hingegen schwere Symptome und klinische Befunde meist innerhalb von 24 
Stunden nach einem entsprechenden klinischen Korrelat auf [14]. Zeigt die 
Herzinsuffizienz über einen Monat keine Progredienz spricht man von einer 
„kompensierten Herzinsuffizienz“. Verschlechtert sich eine bekannte Herzinsuffizienz, 




1	Anzahl der zum Untersuchungszeitpunkt Kranken 





Als Folge einer sich entwickelnden (chronischen) Herzinsuffizienz greifen zunächst 
hilfreiche Kompensationsmechanismen, die jedoch im Verlauf zu einer 
Verschlechterung der hämodynamischen Situation und somit zu einem Eintritt in einen 
Circulus vitiosus hin zu einer dekompensierten Herzinsuffizienz führen [17]. Hierzu 
gehören  
a) die Aktivierung neuroendokriner Systeme mit in Folge verändertem 
myokardialem Kontraktionsverhalten (Sympathikusaktivierung mit 
Katecholaminausschüttung, Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems, Vasopressin/ADH-Aktivierung, Freisetzung natriuretischer Peptide) 
sowie 
b) das Remodelling mit 
a. maladaptiver, zunehmender Myozytengröße ohne Zunahme der 
Myozytenanzahl (Hypertrophie) 
und 
b. vermehrtem Einbau von Bindegewebe (Fibrose). 
Alle drei Kompensationsmechanismen werden durch das Endothelin-System auf 
unterschiedliche Art und Weise beeinflusst (s.u.). Daher war es Teil dieser Arbeit die 
Beeinflussung des myokardialen Kontraktionsverhaltens und der Myokardhypertrophie 
durch Endothelin sowie deren Modifikation durch einen spezifischen Endothelin-




1.2 Das Endothelin-System 
1.2.1 Allgemeines 
Die Erstentdeckung des Hormons Endothelin (ET) aus dem Überstand von kultivierten 
Aortenendothelien des Rindes gelang 1985 Kristine Hickey et al. [18]. Sie konnte 
zeigen, dass ET an Koronararterien von Schweinen, Rindern und Kaninchen einen 
konzentrationsabhängigen, konstriktorischen Effekt erzeugte. Erstmals isoliert, 
sequenziert und benannt wurde ET von Yanagisawa et. al 1988 [19], gefolgt von der 




Gruppe von zyklischen Peptiden, die 21 Aminosäuren umfassen und sich durch zwei 
Disulfidbrücken kennzeichnen. ET-1 wird dabei auf Chromosom 6, ET-2 auf 
Chromosom 1 und ET-3 auf Chromosom 20 kodiert [20]. Interessanterweise besitzen 
die Endotheline eine große Sequenzhomolgie zu der Venomgruppe (= Schlangengifte) 
der Sarafotoxine (Abb. 1.2.1). 
 
 
Abbildung 1.2.1  
Aminosäuresequenzen der drei ET-Isoformen sowie des Venoms Sarafatoxin S6b. Grau 
hinterlegt sind die Aminosäuren, die vom ET-1 abweichen. Zusammengefasst und modifiziert 
aus [21] und [22]. 
 
Der berühmteste Effekt des ETs ist der des zur Zeit potentesten bekannten 
Vasokonstriktors [19]. Außerdem umfasst es unter anderem positive ino- [23] und 
chronotrope Eigenschaften [24], ist mitogen, beeinflusst die Salz- und Wasser-
Homöostase sowie die Aktivität des RAAS-Systems [25] (siehe auch Tabelle 1.2.1). 
Die ET-Freisetzung kann durch verschiedene Stimuli, wie insbesondere Scherstress, 
aber auch andere vasoaktive Hormone, Wachstumsfaktoren, Hypoxie, Lipoproteine, 
freie Sauerstoffradikale oder Cyclosporin positiv beeinflusst werden [19, 26, 27]. 
 
Tabelle 1.2.1: Auswahl von vasoaktiven Faktoren. Modifiziert aus [28]. 
 
 
Vasodilatatorische, natriuretische und 
anti-mitogene Faktoren 
Vasokonstriktive, anti-natriuretische und 
mitogene Faktoren 
• Natriuretische Peptide 
• Kallikrein, Kinine 
• Prostaglandine 
• Niedrigdosis Dopamin 











Das initiale Transkriptionsprodukt des humanen ET-1-Gens ist das 212 Aminosäuren 
umfassende Prepro-ET-1. Nach der Abspaltung einer kleinen Sequenz entsteht Pro-ET 
und mit dem sogenannten Big-ET-1 ein 38 Aminosäuren langer Vorläufer [19], der 
auch in der peripheren Zirkulation gefunden werden kann. Dieses wird durch die 
Endothelin-Converting-Enzyme ECE-1 und ECE-2, Mitglieder der Familie der Zink-
Metalloproteinasen, schließlich zu ET umgesetzt [29]. ET-1 besitzt in etwa die 
140fache konstriktorische Potenz des Big-ETs [25]. 
ECE-1 ist ein Membranprotein [30, 31], welches vier Isoformen umfasst, wohingegen 
sich ECE-2 intrazellulär befindet und hauptsächlich in Neuronen exprimiert wird [32]. 
Die Vorherrschende Isoform im menschlichen Gewebe stellt ECE-1a dar [33], welches 
sich vor allem auf der Zelloberfläche von Endothelzellen befindet. ECE-1-mRNA wird 
aber auch von humanen Kardiomyozyten exprimiert – insbesondere unter 
pathologischen Zuständen [34]. 
ET wird in einer Vielzahl von Geweben gebildet, wobei die jeweilige Isoform meistens 
gewebespezifisch ist. So wird ET-1 vor allem in Endothelzellen [20], aber auch in 
Myozyten [35, 36] und Fibroblasten des Herzens [37] exprimiert. Vor allem in Niere und 
Darm und nur wenig im Myokard wird hingegen ET-2 gebildet [38]. Der 
Hauptproduktionsort des ET-3 ist hauptsächlich im Gehirn und Epithelzellen der Lunge 
angesiedelt [39, 40]. 
1.2.3 Rezeptoren und deren Antagonisten 
Insgesamt wurden bisher mit ETA [41], ETB [42] und dem ET-3 spezifischen 
ETC-Rezeptor [43] drei Rezeptoren des ETs charakterisiert. Sie alle zeigen die 
klassische Struktur der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben α-helikalen-
Transmembrandomänen sowie drei extrazellulären (NH2) und drei zytoplasmatischen 
(COOH) Domänen. Die intrazelluläre Domäne interagiert mit heterotrimeren 
G-Proteinen, die aus einer α-, β- und γ-Untereinheit zusammengesetzt sind. 
Die mRNA für ETA-Rezeptoren wird vor allem in glatten Muskelzellen und kardialen 
Myozyten sowie Fibroblasten exprimiert, nicht aber in Endothelzellen [44]. Die mRNA 
für ETB-Rezeptoren ist hauptsächlich in Endothelzellen erhöht [44]. Hier vermittelt der 
Rezeptor über NO und Prostacyclin eine Vasodilatation [45, 46]. In glatten 
Gefäßmuskelzellen hingegen folgt seiner Aktivierung eine Kontraktion [47, 48]. Im 
kardialen Atrium befinden sich quantitativ mehr Rezeptoren als im Ventrikel, von denen 
91 % auf Proteinlevel der Klasse der ETA-Rezeptoren angehören [49]. In ventrikulären 




in bis zu 80 % [51]. In nicht-myozytären Herzzellen wie Fibroblasten und 
Endothelzellen konnten beide Rezeptorenklassen nachgewiesen werden [50].  
Eine alternative Einteilung der Rezeptorklassen findet nach ihrer Pharmakodynamik 
statt [52]: So bindet ETA an das NH2-Ende der Endotheline [44] – die Rezeptoraffinität 
von ET-1 ist dabei zehnfach stärker als von ET-2, welches wiederum stärker gebunden 
wird als ET-3. Der ETB-Rezeptor hingegen bindet das COOH-Ende der Endotheline 
und hat aufgrund der dort vorliegenden großen Strukturähnlichkeiten der 
unterschiedlichen Endotheline eine fast gleich starke Affinität zu diesen [25, 42].  
Diskutiert wird auch ein Zusammenspiel der beiden Signaltransduktionswege von ETA 
und ETB über eine funktionelle Heterodimerbildung [53, 54].  
 
Schon früh nach der „Entdeckung“ des ETs kam die Idee auf, regulatorisch in dieses 
System einzugreifen: So konnte zum Beispiel schon Anfang der 90er Jahre gezeigt 
werden, dass bei Patienten, die aufgrund eines Hämangioendothelioms mit erhöhten 
ET-Konzentrationen an einer schweren Hypertonie litten, diese durch Resektion des 
Tumors normalisiert werden konnte [55]. Aufgrund des hauptsächlich autokrin-
parakrinen Effekts des ETs (s. Abschnitt 1.2.4) zeigte sich bei essentieller Hypertonie 
jedoch keine Korrelation zwischen der ET-Plasmakonzentration und dem Blutdruck 
[56]. Der vielversprechende Effekt als Medikamentengruppe zur Blutdrucksenkung im 
großen Kreislauf [57, 58] konnte klinisch v.a. aufgrund der Nebenwirkungen der 
Lebertoxizität und Flüssigkeitsretention leider nicht umgesetzt werden [59]. So konnten 
der ETA/ETB-Rezeptorantagonist Bosentan und der selektive ETA-Antagonist 
Darusentan zwar den Blutdruck senken, erhielten aber aufgrund des Wirkungs- und 
Nebenwirkungsprofils keine Zulassung [60, 61]. Neuere Studien beschreiben den ETA-
Rezeptorantagonisten Avosentan als mögliches Therapeutikum eines 
Endorganversagens durch Hypertension [62, 63].  
Bei der pulmonal-arteriellen Hypertonie (PAH) handelt es sich um eine „chronische 
Erhöhung des pulmonal-arteriellen Mitteldruckes > 20 mmHg in Ruhe“ [17]. Im 
Gegensatz zur systemischen Hypertonie können bei Patienten mit PAH erhöhte ET-
Konzentrationen im Plasma und Lungengewebe nachgewiesen werden [64, 65], was 
zur Entwicklung einer Vielzahl von Endothelin-Rezeptorantagonisten (ERA) führte. So 
ist der oben schon erwähnte duale (=ETA/ETB) ERA Bosentan aktuell Therapie der 
ersten Wahl bei einer PAH für die Stufen II und III der WHO-Klassifikation [66]. Das 
gleiche gilt für den selektiven ETA-Rezeptorantagonist Ambrisentan [66]. Mit 
Sitaxsentan wurde ein zuerst vielversprechender selektiver ETA-Rezeptorantagonist 
[67] aufgrund von Todesfällen bei Leberversagen [68] wieder vom Markt genommen. 




Nebenwirkungen bei vermutlich stärkerer Wirkung als die Vorgänger [69]. Auch als 
sogenannte „orphan drugs“3 bei der Behandlung von Ulzera der Extremitäten bei 
Sklerodermie sind ERAs etablierte Therapeutika [70]. 
In dieser Arbeit wurde der experimentelle, nichtselektive ETA/ETB1-Rezeptorantagonist 
PD142893 verwendet (Ac-(3,3-D-diphenylalanyl)-L-Leu-L-Asp-L-Ile-L-Ile-l-Trp 
Trifluoroacetat) [71, 72]. Schon vor über 20 Jahren wurde der Verdacht auf eine 
notwendige Subdifferenzierung des ETB-Rezeptors in ETB1 und  
ETB2-Rezeptoren geäußert [73, 74] sowie später gezeigt, dass die zwei Varianten des 
ETB-Rezeptors auf unterschiedlichen Zellen existieren, aber aus dem identischen Gen 
hervorgehen [75]. Auch wurde ein Unterschied der ETB-Rezeptoren während 
Entwicklung und Progression einer Kardiomyozyten-Hypertrophie postuliert [76]. Dabei 
stellt ETB1 den PD142893-sensitiven und ETB2 den PD142893-resistenten Rezeptor 
dar. 
1.2.4 Plasmakonzentration 
In gesunden Menschen variieren die gemessenen mittleren Plasmakonzentrationen mit 
einer Spannweite von 0,1 bis 5 pM relativ stark [21, 77, 78]. Diese große Varianz ist 
wohl hauptsächlich durch die unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der sehr 
niedrigen Konzentrationen und den verschiedenen Plasmabestandteilen, die mit den 
Messungen interagieren können, begründet [79, 80]. 
Zirkulierendes ET scheint eine (patho)physiologische Relevanz zu haben, unabhängig 
davon, dass zirkulierende ET-Konzentrationen niedriger sind als solche, die in vitro und 
in vivo eine Rezeptoraktivierung auslösen können [77, 81]. Dies legt auch nahe, dass 
ET hauptsächlich als eine autokrin-parakrine Substanz wirkt und weniger als ein 
zirkulierendes Hormon [21]. Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch, dass 
Endothelzellen ET polar und zwar vor allem basal sekretieren, also in Richtung der 
Tunica media [82]. Daher vermutet man, dass die dortige Konzentration bis zu 100fach 
höher ist als die im Plasma [77].  
1.2.5 Signaltransduktion 
Der ETA-Rezeptor interagiert mit den G-Proteinen G-αq/11 [83], Gαs [84, 85] sowie Gα12 
und aktiviert über die Phospholipase-Cβ (PLCβ) die Hydrolyse von Phosphatidyl-Inositol. 
Aus diesem entstehen so Inositol – 1,4,5 –Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) 
[86, 87]. IP3 setzt im Folgenden Ca2+ aus intrazellulären Speichern frei [88]. DAG 
hingegen aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die kurzfristig Proteine des kontraktilen 
																																								 																				
	




Apparates phosphoryliert und sie dadurch für Ca2+ sensibilisiert [89]. Außerdem 
aktiviert die PKC sogenannte „Mitogen-aktivierte-Proteinkinasen“ (MAP-Kinasen) [90, 
91] und beeinflusst so längerfristige Zellantworten wie Proliferation und Migration [92]. 
Schließlich bewirkt eine ETA-Aktivierung auch eine Erhöhung des cAMP-Spiegels [93]. 
Der ETB-Rezeptor hingegen interagiert insbesondere mit Gαi/o und G-α13 [84], was im 
Folgenden zu einer Inhibierung sowohl der Phosphatidyl-Inositol-Hydrolyse als auch 
der cAMP-Akkumulation führt [94]. 
Zusätzlich aktiviert ET-1 die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die 
NADPH-Oxidase mit Beeinflussung des Natrium-Protonen-Austauschers (NHE) [95]. 
All diese Signalwege beeinflussen die kardiale Kontraktilität und zum Teil auch 
Hypertrophie [93]. Beides wurde - inklusive ausgewählter Signalteilwege – in der 
vorliegenden Arbeit untersucht. 
1.2.6 Abbau 
Die Entfernung von ET aus der Zirkulation geschieht sehr schnell: In der Ratte liegt die 
biologische Haltbarkeit bei circa einer Minute [96]. Da der blutdrucksteigende Effekt 
jedoch eine Stunde anhält, muss die Wirkdauer von anderen Faktoren abhängen [97]. 
So konnte gezeigt werden, dass die Aufhebung des ET-1/ETA-Bindungskomplexes nur 
langsam stattfindet bzw. es wird sogar vermutet, dass diese Bindung kovalent und 
damit quasi-irreversibel ist [98]. Daher wurde postuliert, dass die Zeit bis zur Ligand-
Rezeptor-Internalisierung und nicht die ET-Dissoziation über die Dauer der ET-1-
Antwort bestimmt. Nach Internalisierung bleibt ET mit seinem Rezeptor im Endosom 
noch bis zu zwei Stunden verbunden [99]. Die Kolokalisation des ET-1/ETA-Rezeptors 
mit caveolar domains hilft vielleicht bei der Interaktion mit G-Proteinen und dabei, dass 
das ET-1-ETA-Signal auch nach Entfernung aus der Zirkulation durch Internalisierung 
des ET-1 bestehen bleibt [100]. 
Die ET-Plasmaentfernung scheint vor allem durch ETB-Rezeptorenbindung auf 
Endothelzellen der Lungengefäße [101–104] mit folgender Internalisierung und Abbau 
durch neutrale Endopeptidasen zu geschehen [105].  
Interessanterweise werden - jeweils mit ET-1 gebundene - internalisierte 
ETA-Rezeptoren zu anderen Orten in der Zelle transportiert als ETB-Rezeptoren: ETA 
wird in das sogenannte „pericentrioläre Recycling Kompartiment“ geführt und kann 






1.2.7 Physiologische Wirkungen des Endothelins im kardiovaskulären 
System 
Die physiologischen ET-abhängigen Effekte im kardiovaskulären System sind 
umfassend und facettenreich. So braucht man ET-1 schon während der embryonalen 
Entwicklung zur Bildung des Aortenbogens [107]. ECE-1- und ECE-2- knockout Mäuse 
zeigen schwere angeborene Herzfehler [108]. Kardiomyozyten brauchen ET zum 
Überleben und es hemmt das Kardiomyozytensterben während der Altersentwicklung 
[109]. Im Rattenherzen moduliert es den koronaren Blutfluss durch Regulierung des 
Gefäßtonus [110, 111].  
Im Herzen führt ein durch Myozytendehnung und auch in Myozyten generiertes ET 
kurzfristig zu einer Erhöhung der Kontraktilität bei erhöhtem Workload [112], wobei 
diese Steigerung der Produktion und Sekretion entweder direkt geschieht oder durch 
Angiotensin II induziert wird [85, 112–115]. Das Ergebnis ist eine gesteigerte und den 
erhöhten Bedürfnissen angepasste Kontraktilität. Vermutlich ist dies auch Teil des 
biologischen Korrelats des sogenannten Anrep-Phänomens - der physiologischen 
Anpassungen des Schlagvolumens bei erhöhter Nachlast. Bei unterschiedlichen 
Nagetieren zeigt ET - insbesondere in den Atria - vor allem positiv inotrope [23, 116–
118], aber auch negativ inotrope Eigenschaften [119–123]. Hinzu kommen eine 
positive Chronotropie [24] bis hin zur Induktion von Arrhythmien [124]. Im 
menschlichen Myokard zeigt ET-1 einen klaren konzentrationsabhängigen, positiv 
inotropen Effekt, der durch ETA-Rezeptoren vermittelt wird [125]. Die ET-abhängigen 
Effekte der kardialen Kontraktilität beruhen offenbar auf Änderungen der systolischen 
Calciumtransienten [126, 127] und Änderungen der Myofilamentsensitivität auf Calcium 
[128–130]. 
Der Nettoeffekt des ETs auf das periphere kardiovaskuläre System ist moduliert durch 
die Balance zwischen ETA und ETB vermittelten Effekten. Die wichtige physiologische 
Rolle des ETs in der Kontrolle des Gefäßwiderstandes und des Blutdrucks konnten 
schon Parris und Webb 1997 zeigen [131]: Die Aktivierung von ETA über glatte 
Gefäßmuskelzellen bewirkt eine Vasokonstriktion mit Blutdruckerhöhung, während die 
Aktivierung von ETB auf Endothelzellen und in der Niere über eine NO-getriggerte 
Vasodilatation bzw. Natriurese eine Blutdrucksenkung bewirkt. Zusammenfassend 
scheint der physiologische Nettoeffekt im Menschen allerdings eine 
Blutdrucksteigerung zu sein, da die Gabe von ETA/B–Rezeptorantagonisten zu einer 
Blutdrucksenkung führt [21, 132].  
Zwei große Kontroversen bleiben die Mechanismen und die spezifischen molekularen 




1.2.8 Pathologische Wirkungen des Endothelins im kardiovaskulären 
System 
Eine gesteigerte ET-Konzentration findet man bei diversen pathologischen Zuständen 
des Herzens, zum Beispiel nach Ischämie [34], bei kardialer Hypertrophie [133, 134], 
Vorhofflimmern [134] dilatativer Kardiomyopathie [135] sowie bei unterschiedlichen 
Formen der (chronischen) Herzinsuffizienz [136–139]. Dabei korreliert bei Patienten mit 
Herzinsuffizienz der Anstieg der ET-Plasmakonzentration mit unterschiedlichen 
Herzinsuffizienz-Parametern4 [140, 141]. 
Diese gesteigerten ET-Level entstehen vermutlich aufgrund gesteigerter Transkription, 
da sowohl mRNA-Level wie auch die Proteinlevel des maturen Peptid erhöht sind  
[109, 141–143]. Auch ECE-1a (Big-ET-1 => maturen ET-1) und der ETA-Rezeptor [125, 
142, 144] sind in der Herzinsuffizienz hochreguliert [145]. Zusammengefasst werden 
also unter pathologischen Bedingungen sowohl die Mechanismen zur ET-Produktion 
als auch -Detektion an und in direkter Nachbarschaft um Kardiomyozyten gesteigert. 
1.2.9 Einfluss des Endothelins auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz 
Wie schon unter Punkt 1.1.4 erwähnt, existieren mit der Aktivierung neuroendokriner 
Systeme und dem Remodelling mit Myozytenhypertrophie und Fibrose drei zunächst 
hilfreiche Kompensationsmechanismen, die jedoch im Verlauf zu einer 
Verschlechterung der hämodynamischen Situation und somit zu einem Eintritt in einen 
Circulus vitiosus hin zu einer dekompensierten Herzinsuffizienz führen [17]. 
In den unterschiedlichen neuroendokrinen Systemen steigert ET-1 zum Beispiel die 
Konversion von Angiotensin I zu II in kultivierten Endothelzellen [146], die 
Aldosteronsynthese in der Ratte [147] und die Katecholaminfreisetzung in der Zellkutur 
von chromaffinen Zellen [148]. Umgekehrt stimulieren Angiotensin II und Vasopressin 
wiederum die ET-Sekretion aus kultivierten Endothelzellen [149]. Zusammenfassend 
zeigt dies, dass sich die ET-Freisetzung und verschiedene neuroendokrine Systeme 
gegenseitig beeinflussen und sich so ihre vasokonstriktorischen und Natriumretentions-
Wirkungen gegenseitig potenzieren.  
Auch auf das kardiale Remodelling mit maladaptiver Myozytenhypertrophie und 
Fibroblastenproliferation mit folgend erhöhter Kollagenproduktion spielt ET eine große 
Rolle [17, 150]. Schon früh konnte ein prohypertropher Effekt des ETs in neonatalen 
kardialen Rattenmyozyten [151, 152] gezeigt werden. Dieser Effekt geht wohl vor allem 
auf in Myozyten lokal produziertes ET zurück [153] und stellt einen autokrin-parakrinen, 
																																								 																				
	




hauptsächlich ETA-vermittelten Faktor der Hypertrophie dar [154, 155]. ET verändert 
dabei die Expression hunderter Gene [156] und bewirkt eine vermehrte Produktion von 
kontraktilen Filamenten wie MLC2, Aktin und Troponin I [151]. Dies wird vermittelt 
durch eine ETA- und G-αq-abhängige PLCβ-Aktivierung [157] mit folgender 
Phosphorylierung einer Untergruppe der „mitogen aktivierten Proteinkinasen“ (MAPKs), 
den sogenannten „Stresskinasen“ (SAPKs) [158]. Außerdem ist ET ein 





Die erste Fragestellung dieser Arbeit ist, ob PD142893-sensitive (ETB1) und 
PD142893-resistente (ETB2) Rezeptoren unterschiedlich in die Entwicklung und das 
Fortschreiten einer Herzinsuffizienz mit ihren Teilaspekten des myokardialen 
Kontraktionsverhaltens sowie der kardialen Hypertrophie einwirken. 
Kardiale Stressbedingungen, wie sie im Kontext von Diabetes bzw. Hyperglykämie 
[160–162] und chronischer Hypertension [141] vorliegen, sind in der Lage die 
Ansprechbarkeit von ET-Rezeptoren zu verändern. In einer zweiten Fragestellung soll 
daher untersucht werden, ob eine Veränderung der ET-Antworten unter diesen beiden 








Benzonase®      Merck, Darmstadt 
BSA      Sigma, Taufkirchen 
 
Calciumchlorid    Merck, Darmstadt 
Carbogen®      Linde, Pullach 
Collagenase Typ CLSII (322 U/mg)  Biochrom, Berlin 
 
DTT      Sigma, Taufkirchen 
 
FCS      Invitrogen, Karlsruhe 
 
Glucose     Merck, Darmstadt 
 
HEPES     Roth, Karlsruhe 
 
Isofluran     Baxter, Unterschleißheim 
 
Medium 199/Earl's Salts   Biochrom, Berlin 
Methanol     Riedel de Haen, Seelze 
 
Natriumvanadat    Merck, Darmstadt  
 
Penicillin-Streptomycin    Invitrogen, Karlsruhe 
 
SDS      Merck, Darmstadt 
 
Tris/HCL      Merck, Darmstadt 
 






2.2 Antikörper für Immunoblots 
Primäre Antikörper 
anti-p38-MAP-Kinase (gesamt)  Sigma, Taufkirchen 
anti-p38-MAP-Kinase (phosphoryliert) Sigma, Taufkirchen 
anti-p42/44-MAP-Kinase (phosphoryliert) Cell Signaling Technologies, Danvers 
anti-c-Jun-Kinase (phosphoryliert)  Cell Signaling Technologies, Danvers 
 
Sekundäre Antikörper 
anti-rabbit IgG     Sigma, Taufkirchen 
anti-mouse IgG    Sigma, Taufkirchen 
 
Alle übrigen Chemikalien werden in der jeweils höchsten Qualität bezogen und 
entsprechend den Herstellerangaben gelöst und aufbewahrt.  
 
 
2.3 Geräte und Laborbedarf 
2.3.1 Allgemein verwendete Geräte 
Wasserdemineralisierungsanlage  Millipore, Eschborn 
Glasgeräte     Schott, Mainz 
Heizblock     Labtech International, Burkhardtsdorf 
pH-Meter     WTW, Weilheim 
Kolbenhub-Pipetten    Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
Schüttler, Typ: WT 12    Biometra, Göttingen 
Sterilbank, Typ: Lamin Air® HSP 18  Heraeus, Hanau 
Vakuum-Pumpe Vacusafe  IBS INTEGRA Biosciences GmbH, 
Fernwald 
Vortexer     Heidolph, Kelheim  
Wasserbad     Julabol Labortechnik GmbH, Seelbach 
 
2.3.2 Spezielle Geräte und Gebrauchsgegenstände 
Zellkultur 
Präparationsbesteck    Aesculap, Tuttlingen 
Langendorff-Apparatur  Eigenbau des Physiologischen Institutes 





Tissue Chopper    Mickle Laboratory Engineering, Gomshall 
Nylonnetz (Polyamid, 200 μm)   NeoLab, Heidelberg 
Brutschrank, Typ: BBD 6220   Heraeus, Hanau 
Mikroskop CKX14    Olympus, Hamburg 
Zellschaber     Becton Dickinson, Heidelberg 
Zentrifuge, Typ: AllegraTM 6 Centrifuge BeckmanCoulterTM, Fullerton 
Kulturschalen, Typ: Falcon 3001  Becton Dickinson, Heidelberg 
 
System zur Erkennung von Zellgrenzen während der Zellverkürzung 
Interface INT4     Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 
Mikroskop TMS-F    Nikon, Japan 
Monitor  Philips One Dimensional Camera ZK4, 
Köln 
One Dimensional Camera ZK4   Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 
Oszillograph     Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 
Stimulator     Eigenbau des Physiologischen Institutes  
     der JLU Gießen 
 
Slot Blot 
Minifold® I SlotBlot-System   Whatman®, Maidstone 
PVDF-Blotmembran    Millipore, Eschborn 
Filterpapier     Biotec-Fischer, Reiskirchen 
Rapid StepTM ECL Reagent   Calbiochem, Darmstadt 
 
ECL-Gerät 
ChemiDocTM XRS    BioRad, München 
 
Zellhypertrophiemessung 
Mikroskop BZ-800K    Keyence, Neu-Isenburg 
 
Verbrauchsmaterialien 
50 ml Röhrchen, Typ: Falcon 2070   Becton Dickinson, Heidelberg 
Kulturschalen Typ Falcon 3001  Becton Dickinson, Heidelberg 
Parafilm „M“®     Pechiney Plastic Packaging, Menasha 
Pipetten Falcon 5 ml    Becton Dickinson, Heidelberg 
Pipetten Falcon 10 ml   Becton Dickinson, Heidelberg 





Reaktionsgefäße (0,5 / 1,5 / 2 ml)  Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
Sterilium® classic pure   Bode Chemie, Hamburg 




BZ-Observation Application   Keyence GmbH, Neu-Isenburg 
BZ-Analyzer     Keyence GmbH, Neu-Isenburg 
ChemiCapt 5000    Vilber Lourmat, Frankreich 
Microsoft Word 2007®    Microsoft Corporation, Redmond, USA  
Microsoft Excel 2007®    Microsoft Corporation, Redmond, USA 
MUCELL     Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 
Quantity One®     Molecular Dynamics, Krefeld 
SPSS Statistics 16.0    SPSS GmbH Software, München 
 
 
2.5 Puffer und Lösungen 
Powell-Medium zur Isolierung von Herzmuskelzellen der Ratte 
NaCl      110 mM  
KCL       2,5 mM 
KH2PO4     1,2 mM 
MgSO4     1,2 mM 
HEPES     25 mM 
Glucose     10 mM 
 
Collagenase Stammlösung 
Collagenase     25 mg (kann chargenabhängig differieren) 
CaCl2 (100 mM)     12,5 µl 
Powell-Medium    5 ml 
 
M199 / HEPES gepuffert 
Medium 199/Earl's Salts   9,8 g/l 
HEPES     15 mM 







M199 / HEPES gepuffert   x ml 
Creatin     5 mM 
Carnitin     2 mM 
Taurin      5 mM 
Penicillin     100 IU/ml  
Streptomycin      100 µg/ml  
Cytosin-β-Arabinofuranosid   10 µM 
auf pH 7,4 titriert und sterilfiltriert 
 
Vorplattiermedium 
CCT-Kulturmedium    x ml 
FCS      4 % (vol/vol)  
Penicillin     100 IU/ml 
Streptomycin     100 μg/ml 
 
Ausplattier- und Waschmedium für isolierte Zellen 
CCT-Kulturmedium    x ml 
Penicillin     100 IU/ml 
Streptomycin     100 μg/m 
 
PBS 
NaCl      137 mM 
KH2PO4     1,5 mM 
Na2HPO4     1,0 mM 
KCl      2,7 mM 
 
TBS 
Tris/HCL     10 mM 
NaCl      150 mM 






Tris/HCl     50 mM 
SDS      2 % (wt/vol)  
DTT      100 mM 




Glycerin     0,5 ml 
10x TEA     1 ml     
Bromphenolblau    1/10 Spatelspitze 
 
Antikörperlösung 
Tris/HCl     50 mM 
NaCl      150 mM 
Tween®20     0,05 % (vol/vol) 




Tris/HCl     100 mM 
MgCl2      5 mM 








3.1 Isolierung von Herzmuskelzellen 
3.1.1 Versuchstiere 
Die für die Messung der Myokardzellkontrakion und im Folgenden für die 
Proteinbestimmung im SlotBlot verwendeten Herzmuskelzellen werden aus 
männlichen Wistar- bzw. SH-Ratten isoliert. Dies geschieht im Alter von drei bis vier 
Monaten und einem Gewicht von 200 – 300 g. Zucht und Haltung der Versuchstiere 
erfolgt im hauseigenen Tierstall des Physiologischen Institutes der Justus-Liebig-
Universität Gießen. Diese erhalten dabei freien Zugang zu Nahrung (Standardfutter 
Altromin®) und Wasser. Die Haltung entspricht der „Guide for Care and Use of 
Laboratory Animals“ der „US National Institutes of Health“ (NIH publication No. 85 – 23, 
geändert 1996). Die Tiertötungsvorgangsnummer nach §4 Abs.3 des 
Tierschutzgesetzes wird unter der JLU-Nummer mit folgender interner 
Kurzbezeichnung geführt: „472_M AG Prof. Schlüter, Kardiomyozyten Langendorff“  
 
3.1.2 Präparation und Isolierung ventrikulärer Kardiomyozyten adulter 
Ratten 
Als Grundlage der Versuche dienen frisch isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten der 
oben näher beschriebenen Ratten. Die durchgeführte Zellisolation entspricht der schon 
vorher beschriebenen [163, 164] und später weiterentwickelten Methode [165], welche 
hier im Folgenden verkürzt beschrieben werden soll: 
 
Vorbereitung 
Die Langendorff-Apparatur besteht aus zwei Kreisläufen, einem inneren und einem 
äußeren. Der Äußere ist für die Aufrechterhaltung einer konstanten und 
physiologischen Temperatur von 37 °C im Inneren zuständig und wird dafür mit 
aufgeheiztem, zirkulierendem Wasser gefüllt. Der innere Kreislauf wird zuerst mit aqua 
bidest, dann mit Powell-Medium gespült und schließlich mit 80 ml des Powell-Mediums 
blasenfrei aufgefüllt. Um einen physiologischen pH von 7,4 zu erhalten, wird das 
Medium konstant mit einem Sauerstoff-Carbogen-Gemisch begast. 
 
Präparation 
Nach circa einminütiger Kurznarkose mit Isofluran erfolgt die Tötung der Ratten durch 





Herz-Lungen-Paketes. Dieses wird entfernt, sofort in eiskalte physiologische 
Kochsalzlösung überführt und somit vom extravasalen Blut freigewaschen. Durch 
Abtrennung von Mediastinum, Lunge, Luft- und Speiseröhre erhält man schließlich das 
separierte Herz mit anhängender Aorta. Diese wird hinter dem Abgang des Truncus 
anonymus durchtrennt, die Aorta ascendens an die Langendorff-Perfusionskanüle 
angeschlossen und schließlich mit OP-Zwirn befestigt. 
 
Reperfusion des Herzens und Isolierung der Kardiomyozyten 
Um auch das intravasale Blut auszuwaschen, erfolgt nun mit 40 ml Powell-Medium 
eine nicht-rezirkulierende, retrograde Perfusion des Herzens von mindestens zwei 
Minuten. Nach Zugabe von 5 ml Collagenase-Stammlösung (Powell-Medium + 
Collagenase-Stammlösung = Perfusionslösung) zur Spaltung der Zell-Zell-
Verbindungen wird das System geschlossen. Hierdurch perfundiert die Lösung das 
Herz für 25 min retrograd bei einer Flussrate von 1,5 ml/min rezirkulierend. 
Nach dieser Reperfusion erfolgt ein Abtrennen der Vorhöfe und der Aorta vom Herzen, 
die übriggebliebenen Ventrikel werden zweimal aufgeschnitten und durch den tissue 
chopper auf eine Schnittbreite von 0,7 mm zerkleinert. Die hergestellte Zellsuspension 
wird in 12 ml der Perfusionslösung überführt und mit Hilfe eines vorsichtigen Auf- und 
Abpipettierens einem fünfminütigen Nachverdau mit weiterer Auflösung der 
Zellverbindungen zugeführt.  
Zur Trennung der intakten, kalziumtoleranten und stäbchenförmigen Kardiomyozyten 
vom restlichen Gewebe folgt der nun näher beschriebene Separationsablauf: Die 
Suspension wird zuerst durch eine Nylongaze mit 200 μm Porengröße filtriert und dann 
einer dreiminütigen Zentrifugation bei 400 rpm/min zugeführt. So entsteht durch 
Sedimentation ein Pellet aus Kardiomyozyten sowie eine darüber liegende Phase aus 
Perfusionslösung mit darin enthaltenden Zelltrümmern. Nach Absaugen dieses 
Überstandes wird das verbleibende Zellpellet in Powell-Medium mit einer zusätzlich 
enthaltenden CaCl2-Konzentration von 200 μM gegeben und für zwei Minuten erneut 
bei 400 rpm/min zentrifugiert. Das nun entstandene Pellet wird in 6 ml Powell-Medium 
– diesmal mit einer zusätzlich enthaltenden CaCl2-Konzentration von 400 μM – 
aufgenommen. Dieses wird zu einer Suspension aufgeschüttelt, auf zwei mit zwei 
Drittel mit Powell-Medium und einer CaCl2-Konzentration von 1 mM gefüllte 
Reagenzgläser verteilt und diese erneut für eine Minute bei 300 rpm/min zentrifugiert. 
So führt man die Kardiomyozyten langsam einer steigenden, sich physiologischen 
Werten annähernden Calciumkonzentration zu. Abschließend verwirft man den 
Überstand erneut und überführt die Zellen in der Sterilbank in CCT-Medium (erstmals 





3.1.3 Vorinkubation der Kulturschalen und Ausplattieren der 
Kardiomyozyten 
Das komplette Vorgehen der Vorinkubation und Ausplattierung erfolgt unter der 
Sterilbank, um ein möglichst keimarmes Arbeiten zu gewährleisten. Zusätzlich 
enthalten die nun verwendeten Medien mit Penicillin und Streptomycin zwei Antibiotika. 
Über Nacht erfolgt die Inkubation der Kulturschalen vom Typ 3001 mit einem Milliliter 
Vorplattiermedium, so dass sich das im Medium enthaltene FCS am Boden festsetzt 
und so später – auch nach Absaugen des restlichen Mediums – ein Anheftsubstrat für 
die Kardiomyozyten darstellt. 
Unmittelbar vor dem Ausplattieren erfolgt das Absaugen des Vorplattiermediums, 
welches dann durch das Ausplattiermedium ersetzt wird. Dieses enthält das vorher zu 
einer homogenen Suspension aufgeschüttelte Zellpellet mit den isolierten 
Kardiomyozyten. Diese Zellkulturen inkubieren für mindestens zwei Stunden bei 37 °C, 
um so ein Anheften der Kardiomyozyten zu gewährleisten. Anschließend werden die 
Kulturschalen zweimal mit Waschmedium gewaschen, um die restlichen abgerundeten 
und nicht anheftenden Zellen endgültig abzutrennen. Nach dem Waschvorgang liegt 
der Anteil an lebend-intakten und stäbchenförmigen Kardiomyozyten bei bis zu 90 %. 
Das in den Medien enthaltene Cytosin-β-Arabinofuranosid dient der Prävention von 
Zellwachstum nicht-myozytärer Genese. 
Pro Herz können auf diese Weise – je nach Qualität der Präparation – bis zu 24 
Schalen mit isolierten Kardiomyozyten hergestellt werden. 
 
3.1.4 Inkubation und Kultur der isolierten Kardiomyozyten 
Die zu untersuchenden Substanzen werden dem im letzten Waschschritt auf den 
Schalen verbleibenden Medium hinzugefügt und die so behandelten Kardiomyozyten 
entweder im Akutversuch nach 10 – 15 min verwendet oder für 6, 24 bzw. 48 Stunden 
kultiviert. Die Kultur erfolgt bei 37 °C, circa 95 % Luftfeuchtigkeit und unter CO2-freien 
Bedingungen. Erst dann verwendet man sie für die Messung der kontraktilen 
Ansprechbarkeit und im Anschluss für die weitere Untersuchung im SlotBlot. Alternativ 
werden sie nach 24 Stunden Inkubation der unter Punkt 3.4 beschriebenen 





3.2 Messung der kontraktilen Ansprechbarkeit im elektrischen 
Feld 
3.2.1 Elektrische Stimulation und Steuerung der Zellverkürzung 
Die Methode der Myokardzellkontraktion (genauer „lastfreie Zellverkürzung“) im 
elektrischen Feld wurde schon 2007 von Langer et al. beschrieben [167] und soll hier 
verkürzt dargestellt werden: 
Die Schalen mit den inkubierten Zellen (siehe 3.1.4) werden aus dem Zellkulturschrank 
entnommen, diese auf dem Objekttisch des Mikroskops fixiert und mit einem Deckel 
verschlossen, welcher an seiner Unterseite zwei AgCl-Drähte besitzt. Diese Drähte 
sind an ein Stimulationsgerät angeschlossen, dienen als Katode bzw. Anode und 
tauchen hierfür über beinahe den gesamten Schalendurchmesser in das inkubierte 
Waschmedium. Der Stimulator überträgt somit abwechselnd über die beiden Drähte 
zwei gleiche, aber entgegengesetzte (= biphasische) Rechteckspannungen in das 
Waschmedium – und somit auch auf die isolierten Kardiomyozyten. Die Spannung 
beträgt dabei 60 V und die Dauer des Stromstoßes 50 ms. Die Wiederholungsfrequenz 
liegt bei zwei Hertz.  
 
Da in dem vorliegenden Modell genau genommen eine Messung der lastfreien 
Zellverkürzung stattfindet, für eine Aussage über die „Kontraktilität“ aber eine 
Kraftmessung erfolgen müsste, wird in dieser Arbeit von „kontraktiler Ansprechbarkeit“ 






3.2.2 Messung der Zellverkürzungsparameter 
Die Zellverkürzungsparameter werden mit einem speziell hierfür zusammengestellten 
„System zur Erkennung von Zellgrenzen während der Zellverkürzung“ (s. Punkt 2.3.2) 
erfasst, aufgezeichnet und weiterverarbeitet (Abb. 3.2.1). 
 
 
Abbildung 3.2.1  






Auf dem Objekttisch des Systems befindet sich nun also eine durch den Spezialdeckel 
verschlossene Kulturschale mit den darauf befindlichen Kardiomyozyten, welche bei 
Stimulation während ihrer Zellverkürzung durch das Mikroskop beobachtet werden 
können.  
Im ersten Schritt wird eine Zelle herausgesucht, die morphologisch den groben 
Kriterien eines intakten Kardiomyozyten entspricht: Stäbchenform sowie gleichmäßige 
und prompte Zellverkürzung auf jede Stimulation. Ist eine solche Zelle gefunden, wird 
auf eine größere Vergrößerung umgestellt und das Okularbild nun auch zeitgleich mit 
einer Videokamera auf einem Monitor dargestellt. Auf diesem stellt man die Zelle mittig 
und parallel zum dort eingezeichneten Verlauf einer einzeiligen Zeilenkamera ein  
(Abb. 3.2.2).  
 
 
Abbildung 3.2.2  
Ausrichtung der Zeilenkamera. Aus [168]. 
 
 
Eine 500 Hz-Zeilenkamera ist über die Wahrnehmung verschiedener Helligkeiten dazu 
in der Lage, die Zelle vom Hintergrund der Schale zu unterscheiden und somit – nach 
manuellen Einstellungen durch den Anwender (s.u.) - die Zellgrenzen zu erkennen. 
Das Kamerabild wird in elektrische Signale transformiert und auf dem Interface eines 







Abbildung 3.2.3  
Aufbau der Versuchsvorrichtung aus Zeilenkamera, Bedienfeld und Oszillator. Aus [168]. 
 
Der Oszillograph ist fix auf eine Ablenkzeit von 0,1 ms/cm und eine Vertikalverstärkung 
von 0,5 V/div eingestellt. Unterschiedliche Helligkeiten ergeben somit unterschiedlich 
starke Auslenkungen auf der y-Achse des Interfaces. Die Zellgrenzen demaskieren 
sich auf diesem durch große Amplitudensprünge (von dunkel zu hell, bzw. hell zu 
dunkel) im Ruhezustand sowie durch starke horizontale Bewegungen während der 
Zellverkürzung des Kardiomyozyten. 
Das eigentliche Ausmessen der einzelnen Zellverkürzungsparameter geschieht über 
das Ablesen einer an einem zweiten Kanal anliegenden Spannung und deren 
Auswertung mithilfe des Programms MUCELL: Hierzu wird die zweite Spannung 
manuell so vom Anwender getriggert, dass eine Triggermarke auf dem 
Interfacebildschirm vor die erste (= linke) Zellgrenze gesetzt wird. An der Stelle, wo 
eine rechts der Triggermarke liegende Amplitude (in diesem Fall die erste = linke 
Zellgrenze) diese Marke übersteigt, beginnt die Aufzeichnung – MUCELL „erkennt“ die 
erste Zellgrenze. Erreicht die Spannung die zweite Amplitude (= zweite = rechte 
Zellgrenze), endet die Aufzeichnung – MUCELL „erkennt“ die rechte Zellgrenze und 






Abbildung 3.2.4  
Beispielhafte Abbildung des Oszillatorinterfaces mit Einstellung der Zellgrenzen. Aus [168]. 
 
 
Wird nun über den Stimulator (=> AgCl-Drähte => Waschmedium => Kardiomyozyten) 
eine Zellverkürzung ausgelöst, erfasst MUCELL auch diese Zellverkürzung über die 
Zeit. Es werden zwei standardisierte Messprotokolle verwendet: Das erste sieht eine 
Messung von neun Zellen/Schale bei einer Frequenz von zwei Hertz vor, das zweite 
eine Messung von drei Zellen/Schale bei den Frequenzen 0,5, ein und zwei Hertz.  
 
3.2.3 Berechnung der Zellverkürzungsparameter 
Von jeder Kardiomyozyte werden jeweils vier lastfreie Zellverkürzungen erfasst, in 
Excel übertragen und hiervon der Mittelwert für die weitere Auswertung mittels SPSS 
16.0 berechnet.  
Die für die vorliegende Arbeit relevanten erfassten Basis-Parameter zur weiteren 
Berechnung sind die folgenden: 
1. „LDiast“: Diastolische (=maximale) Zelllänge in Mikrometer 
2. „Amplitude“: Wert der maximalen Zellverkürzung in Mikrometer 
 
Hieraus errechnet sich der Wert „dL/L (%)” (Amplitude der maximalen Zellverkürzung 
(2) geteilt durch die maximale Zelllänge (1) in Prozent), welcher eine valide Aussage 
zum kontraktilen Ansprechbarkeit der Kardiomyozyten gibt und daher vorrangig zur 






3.3 Nachweis der Proteinkinasen p38, JNK und p42/44 im SlotBlot 
3.3.1 Probenvorbereitung 
Nach Messung der kontraktilen Ansprechbarkeit werden die Zellen zum Nachweis und 
Quantifizierung der Proteinkinasen p38, JNK und p42/44 geerntet. Dies geschieht nach 
folgendem Protokoll: Das Waschmedium wird von den Schalen abgesaugt und durch 1 
ml 1xPBS ersetzt, um so eine eventuell noch stattfindende Reaktion auf das Agens zu 
stoppen. Das PBS wird wieder abgesaugt, nun durch 200 µl Lysispuffer pro Schale 
ersetzt und nach zehnminütiger Inkubation auf dem Schüttler mit 10 µl Benzonase® 
(100.000 U/vial; Verdünnung 1:30) ergänzt. Diese Endonuklease greift alle Formen von 
DNA und RNA an und baut sie ab. Das im Lysispuffer enthaltene SDS lädt alle 
Proteine gleichmäßig negativ auf, was allerdings bei dieser Form der 
Proteinbestimmung irrelevant ist, da die Proben nicht zur Größenbestimmung entlang 
eines elektrischen Feldes wandern müssen. Außerdem denaturiert SDS die Proteine 
durch Unterbrechen der Wasserstoffbrückenbindungen und Strecken der Moleküle und 
somit durch Auflösung der Tertiär-und Sekundärstrukturen. Um diesen Vorgang zu 
unterstützten, werden die aufgelösten Zellen mit einem sterilen Einmalschaber 
abgekratzt, in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt und fünf Minuten bei 95 °C in einem 
Heizblock erhitzt. Auch das im Lysispuffer enthaltene DTT unterstützt die 
Denaturierung durch Reduktion und somit Aufspaltung der Disulfidbrücken. Das 
Natriumvanadat schließlich verhindert den Proteinabbau durch Hemmung der Protein-
Tyrosin-Phosphatasen. 
Zur Beschwerung und Färbung der Proben werden in einem letzten Schritt 20 µl des 
Auftragspuffers in jedes Reaktionsgefäß pipettiert und die Proben bis zu ihrer 
Verwendung bei -20 °C tiefgefroren. 
 
3.3.2 Immunologischer Proteinnachweis  
Im folgenden Abschnitt werden der immunologische Nachweis und die Quantifizierung 
der gesuchten Proteine mittels einer Antigen-Antikörper-Antikörper-Reaktion und 
anschließender Sichtbarmachung mithilfe der Chemilumineszenz beschrieben. 
 
Auftragen der Proben auf eine PVDF-Membran 
Nach Auftauen der vorbereiteten Proben (s. Abschnitt 3.3.1) durchmischt man diese 
mit einem Vortexer. Pro Probe werden daraufhin jeweils 25 µl in einen Slot des 
Minifold® I SlotBlot-Systems pipettiert. Zwischen Deckel und Boden des Systems wird 





µm) sowie ein darunterliegender in Blotpuffer B getränkter Filter gelegt und fest 
aneinander gepresst. Durch einen angeschlossenen Unterdruck werden die Proben 
nun aus den Slots in die PVDF-Membran gezogen. Nach fünf Minuten wird zur 
Spülung des noch unter Unterdruck arbeitenden Systems 500 µl Blotpuffer in jeden 
Slot gegeben. 
Um sicherzustellen, dass die spezifischen Antikörper, die im nächsten Schritt 
aufgetragen werden, nur an „ihr“ spezifisches Proteinen anheften, werden die 
verbleibenden freien Bindungsstellen der PVDF-Membran durch 5 %iges BSA eine 
Stunde lang abgesättigt. 
 
Auftragen der Antikörper 
Die behandelte PVDF-Membran wird zuerst für fünf Minuten mit 1xTBS gewaschen 
und dann mit dem ersten Antikörper, welcher spezifisch an die gesuchte Proteinkinase 
(p38, JNK der p42/44) bindet, über Nacht inkubiert, wodurch ein Antigen-Antikörper-
Komplex entsteht. Am nächsten Morgen wird dieser zweimal jeweils mit 1xTBS plus 
0,1 % (vol/vol) Tween®20 abgewaschen und die Membran nun für eine Stunde mit dem 
zweiten Antikörper inkubiert. Dieser ist gegen einen maus- bzw. rattenspezifischen 
Abschnitt – je nach Spezies, in denen die Antikörper angezüchtet wurden - auf dem 
Erstantikörper gerichtet. Es ist ein Antigen-Erstantikörper-Zweitantikörper-Komplex 
entstanden, an dessen Fc-Ende sich mit der Meerrettichperoxidase (engl. horseradish 
peroxidase; HRP) ein Enzym befindet. Auch im Anschluss an diese Inkubation wird mit 
1xTBS plus 0,1 % (vol/vol) Tween®20 gewaschen, um Reste des ungebundenen 
Antikörpers zu entfernen. 
 
Detektion der Proteine 
Die Detektion und Quantifizierung der Proteinkinasen erfolgt mittels 
Chemilumineszenz. Hierbei erfolgt eine „Emission von Strahlung, die aus einer 
chemischen Reaktion resultiert“ [169] – diese emittierte Strahlung kann dann z.B. als 
Licht detektiert werden. 
Im vorliegenden Fall inkubiert man die PVDF-Membran inklusive dem gesuchten 
Protein, sowie an dieses gebundene Erst- und Zweitantikörper für zwei Minuten mit 
einem Gemisch aus einer Luminol- und einer Hydrogenperoxidlösung (Rapid StepTM 
ECL Reagent) (Abb. 3.3.1 oben). Das schon erwähnte, am Fc-Ende des 
Zweitantikörpers gekoppelte Enzym HRP setzt nun unter Anwesenheit des 
Hydrogenperoxids das Luminol zu Zwischenprodukten um, welche Licht emittieren 
[170] (Abb. 3.3.1 unten). Dieses Licht wird dann durch das Chemilumeszenzsystem 





„ChemiCapt5000“ berechneten Zeit belichtet wurde. Durch diese Methode sind eine 
optimale Belichtungszeit und eine hohe Nachweisempfindlichkeit gewährleistet. 
 
 
Abbildung 3.3.1: modifiziert aus [170]. Oben: Schema der Funktionsweise des Rapid StepTM 
ECL Chemilumineszenz-Reagens mit durch Erst- und Zweitantikörper gebundenem Antigen 
(=gesuchtes Protein). Unten: ablaufende Reaktion aus Reagens und HRP zu Licht. 
 
 
3.4 Hypertrophieerfassung durch Bestimmung des 
Zellquerschnitts 
 
Die behandelten Kardiomyozyten (s. Punkt 3.1.4) werden nach 24stündiger Inkubation 
zur Hypertrophieerfassung durch Bestimmung des Zellquerschnitts auf ihrer Schale in 
die Messkammer eines inversen Mikroskopes (Mikroskop BZ-800K) gelegt. Die 
Vergrößerung der Zellquerschnittsfläche (= cross sectional area) dient dabei als 
Hinweis für hypertrophes Zellwachstum. Hierzu fotografiert man pro Schale fünf 
Abschnitte bei einer 20fachen Vergrößerung mit Hilfe der Software „BZ-Observation 
Application“. Die in diesen Abschnitten vorhandenen Myozyten werden anschließend 
entlang ihrer Längsachse zur Längenbestimmung sowie an ihrem Mittelpunkt zur 
Breitenbestimmung ausgemessen. Pro Präparation erhält man somit circa 30 Zellen 
pro Bedingung. Zur Ermittlung der Zellquerschnittsfläche dient die Formel  








Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung. Die 
Mittelwerte aus verschiedenen Präparationen werden zusammengefasst und aus 
diesen wiederum der Mittelwert bestimmt. Bei Vergleichen zwischen den Gruppen wird 
ein konventioneller t-Test herangezogen und Daten mit p < 0,05 als „voneinander 
statistisch signifikant unterschiedlich“ bezeichnet. Signifikante Ergebnisse werden mit 







4.1 Akuteffekte von Endothelin und Endothelin plus PD142893 auf 
die lastfreie Zellverkürzung isolierter Herzmuskelzellen der 
Ratte 
 
Nach Isolierung von Herzmuskelzellen männlicher Wistar-Ratten (siehe Abschnitt 3.1), 
wurde die kontraktile Ansprechbarkeit der Herzmuskellzellen nach einer Stunde 
Inkubation (siehe Abschnitt 3.2) mit ET erfasst. Hierzu wurden Konzentrationen von 
0,01 µM – 1 µM verwendet. Es sollte sich erstens zeigen, ob ET einen Einfluss auf die 
lastfreie Zellverkürzung isolierter Herzmuskelzellen der Ratte nimmt. In einem zweiten 
Schritt wurde untersucht, ob ET auch nach 15minütiger Vorinkubation mit dem ERA 




Konzentrations-Wirkungsbeziehung steigender ET-Konzentrationen auf die lastfreie 
Zellverkürzung, jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893 (100 nM). Dargestellt sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 21 Zellen/Bedingung aus vier 
biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Es zeigte sich, dass ET nach einer Stunde Zellinkubation in der Lage ist, die lastfreie 
Zellverkürzung der Kardiomyozyten konzentrationsabhängig und bei Konzentrationen 
von 0,1 und 1,0 µM auch signifikant zu steigern (Abb. 4.1.1, schwarze Rauten: 
0,01 µM: +4,9 %; 0,1 µM: +15,7 %; 1 µM +21,6 % im Vergleich zur Kontrolle). Diese 
konzentrationsabhängige Steigerung der lastfreien Zellverkürzung war in der 





(Abb. 4.1.1, weiße Kästen: ET 0,01 µM + PD: +0,9 %; ET 0,1 µM + PD: +6,9 %;  




Darstellung des Phosphorylierungsgrades der MAP-Kinasen p38 und JNK nach einer Stunde 
Inkubation mit ET (1 µM), jeweils mit und ohne Vorinkubation mit PD142893 (100 nM). 
Dargestellt sind die prozentualen Unterschiede der Mittelwerte bezogen auf Kontrolle bzw. PD ± 
Standardabweichung aus vier biologischen Replikaten. n.s.: nicht signifikant; * : p ≤ 0.05 vs. 
Kontrolle/PD.  
 
Die Veränderungen in der lastfreien Zellverkürzung gingen mit Modifikationen im 
Phosphorylierungsgrad der die Myozytenfunktion beeinflussenden MAP-Kinasen p38 
und JNK einher (Abb. 4.1.2). So wurde die p38 MAP-Kinase unter ET-Einfluss 
signifikant um +17,6 % bzw. bei Coinkubation mit PD142893 um +67,8 % 
phosphoryliert. Die JNK hingegen zeigte mit einer Veränderung von +12,8 % unter ET-
Einfluss vs. Kontrolle nur einen Trend hin zur gesteigerten Phosphorylierung. Dieser 







4.2 Zeitkinetik der lastfreien Zellverkürzung nach Inkubation mit 
Endothelin und Endothelin plus PD142893 
 
Im zweiten Schritt wurde die kontraktile Ansprechbarkeit der Herzmuskellzellen über 
die Zeit nach 6, 24 und 48 Stunden Inkubation erfasst. Hierzu wurden jeweils die in 
Versuch 4.1. als signifikant wirksam beschriebenen Konzentrationen (ET: 1 µM; 
PD: 100 nM) verwendet. Es sollte untersucht werden, ob sich der ET-abhängige 
Einfluss auf die kontraktile Ansprechbarkeit zeitabhängig verändert und 




Zeit-Wirkungsbeziehung von ET (1 µM) auf die lastfreie Zellverkürzung. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 21 Zellen/Bedingung aus vier 
biologischen Replikaten. n.s.: nicht signifikant vs. Kontrolle der jeweiligen Inkubationszeit. 
 
Es zeigte sich, dass sich der signifikant positive Effekt des ETs auf die kontraktile 
Ansprechbarkeit der Kardiomyozyten nach einer Stunde Inkubation (Abb. 4.1.1.) über 
die Zeit zu einem Trend der negativen Beeinflussung umkehrt (Abb. 4.2.1: 6 h: -8,4 %; 







Zeit-Wirkungsbeziehung von ET (1 µM) auf die lastfreie Zellverkürzung nach Vorinkubation mit 
PD142893 (100 nM). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 21 
Zellen/Bedingung aus vier biologischen Replikaten. n.s.: nicht signifikant bzw.  
* : p ≤ 0.05 vs. PD der jeweiligen Inkubationszeit. 
 
Der Effekt der negativen Beeinflussung durch ET wurde interessanterweise in den 
Langzeitinkubationen über 24 und 48 Stunden unter dem Einfluss des ERA PD142893 
nicht inhibiert, sondern sogar verstärkt und erreichte so signifikante Werte (Abb. 4.2.2. 






4.3 Effekt von Endothelin und Endothelin plus PD142893 auf 
Zellbreite, -länge und -volumen sowie auf die MAP-Kinasen 
p42/p44 
 
Nach Isolierung der Herzmuskelzellen (siehe Abschnitt 3.1) wurden im nächsten Schritt 
die Zellgrößenparameter der Herzmuskellzellen nach 24 Stunden Inkubation erfasst 
(siehe Abschnitt 3.4). Es sollte untersucht werden, ob ansteigende ET-Konzentrationen 
(0,01 µM – 1 µM) einen Effekt auf Zellbreite, -länge und -volumen adulter ventrikulärer 
Kardiomyozyten haben. Gleichzeitig sollte erfasst werden, ob der ERA PD142893 (100 
nM) ähnlich zu den Versuchen zur kontraktilen Ansprechbarkeit (siehe Abschnitt 4.1.) 
in der Lage ist, einen eventuellen Effekt zu inhibieren. 
 
Abbildung 4.3.1 
Konzentrations-Wirkungsbeziehung steigender ET-Konzentrationen auf die 
Zellgrößenparameter Zellbreite,- länge und -volumen nach 24 Stunden Inkubation, jeweils ohne 
und mit Vorinkubation mit PD142893 (100 nM). Dargestellt sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung von mindestens n = 59 Zellen/Bedingung aus zwei biologischen 
Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Es zeigte sich, dass ET einen deutlichen, konzentrationsabhängigen und ab einer 
Konzentration von 0,1 µM auch signifikant hypertrophen Effekt auf die Zellbreite und 
Zellvolumen, nicht aber auf die Zelllänge hatte (Abb. 4.3.1, schwarze Rauten; jeweils in 
aufsteigender ET-Konzentration und jeweils vs. Kontrolle: Zellbreite: +4,7 %; +9,1 %, 
+16,3 %. Zelllänge: +0,3 %, +1,2 %, -0,87 %. Zellvolumen: +9,3 %, +17,8 %, +32,7 %). 
Dieser positiv hypertrophe Effekt auf Zellbreite und -volumen konnte in Anwesenheit 
von PD142893 nicht mehr nachgewiesen werden. In Konzentrationen von 1 µM 
(Zellbreite), respektive 1 und 10 µM (Zellvolumen) gab es interessanterweise sogar 





aufsteigender ET-Konzentration, jeweils vs. PD: Zellbreite: +0,3 %; -6,7 %, -4 %. 




Darstellung des Phosphorylierungsgrades der MAP-Kinasen p42/44 nach einer Stunde 
Inkubation mit ET (1 µM), jeweils mit und ohne Vorinkubation mit PD142893 (100 nM). 
Dargestellt sind die prozentualen Unterschiede der Mittelwerte bezogen auf Kontrolle bzw. PD ± 
Standardabweichung aus vier biologischen Replikaten. n.s.: nicht signifikant; * : p ≤ 0.05 vs. 
Kontrolle/PD 
 
Die Veränderungen in den Zellgrößenparametern gingen mit Modifikationen im 
Phosphorylierungsgrad der die Hypertrophie beeinflussenden MAP-Kinasen p42 und 
p44 einher. So wurden die MAP-Kinasen p42/p44 unter ET-Einfluss signifikant um 
+49,6 % bzw. in Anwesenheit von PD142893 um nicht signifikante +33,7 % 





4.4 Vergleich basaler Zellverkürzungs- und Zellgrößenparameter 
unter Normoglykämie und -tension mit Modellen der 
Hyperglykämie und chronischen Hypertension 
 
Im nächsten Schritt wurden Zellverkürzungs- und Zellgrößenparameter isolierter 
Herzmuskelzellen von normoglykämen-normotonen Wistarratten (Wistar NG) mit 
solchen aus zwei unterschiedlichen Pathologika-Modellen verglichen.  
Das erste stellt ein in-vitro-Modell der Hyperglykämie dar, bei welchem dem 
„Standard“-Ausplattiermedium mit den isolierten Herzmuskelzellen normoglykämer-
normotoner Wistarratten zusätzlich D-Glucose hinzugesetzt wird (Wistar HG). Die 
Endkonzentration des die Myozyten umgebenden Mediums beträgt so  
30 mM ≙ 541 mg/dl D-Glucose. 
Das zweite ist durch die Gewinnung von isolierten Herzmuskellzellen aus sogenannten 
spontan hypertensiven Wistar-Ratten (SHR), also einem Modell für chronische 
Hypertension, gekennzeichnet. 
Erfasst und verglichen wurden das basale Verhalten der kontraktilen Ansprechbarkeit 
(nach einer und 24 Stunden Kultur) und die basalen Zellgrößenparameter der 
Herzmuskelzellen (nach 24 Stunden Kultur) der drei Modelle (Wistar NG, SHR und 








Darstellung der lastfreien Zellverkürzung unter physiologischen Bedingungen (Wistar NG) im 
Vergleich zu chronischer Hypertension (SHR) und Hyperglykämie (Wistar HG). Ergebnisse 
nach einer und 24 Stunden Inkubation. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung von 
mindestens n = 23 Zellen/Bedingung aus zwei biologischen Replikaten.  
* : p ≤ 0.05 vs. Wistar NG. 
 
Sowohl nach akuter (eine Stunde, Abb. 4.4.1 links) als auch nach Langzeitinkubation 
(24 Stunden, Abb. 4.4.1 rechts) zeigte sich, dass Kardiomyozyten, welche aus SHR-
Ratten isoliert wurden, eine basal signifikant gesteigerte lastfreie Zellverkürzung 
gegenüber Myozyten von normoglykämen Wistar-Ratten aufwiesen (1 h: +34,3 %; 
24 h: +18,3 %). 
Kardiomyozyten von Wistarratten, welche für eine bis 24 Stunden hyperglykämen 
Bedingungen ausgesetzt waren, zeigten keine signifikanten Unterschiede zu 







Darstellung der Zellgrößenparamter Zellbreite, -länge und -volumen unter physiologischen 
Bedingungen (Wistar NG) im Vergleich zu chronischer Hypertension (SHR) und Hyperglykämie 
(Wistar HG) nach 24 Stunden Inkubation. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung 
von mindestens n = 28 Zellen/Bedingung aus zwei biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. 
Wistar NG. 
 
Bei der Untersuchung einer möglichen Hypertrophie der SHR-Kardiomyozyten nach 24 
Stunden Zellkultur zeigten diese sowohl in Zellbreite (+19,1 %), Zelllänge (+16,1 %) als 
auch im Zellvolumen (+59,5 %) signifikant gesteigerte Zellgrößenparameter (Abb. 
4.4.2, SHR). Auch Kardiomyozyten unter hyperglykämen Bedingungen zeigten einen 
signifikanten Anstieg in Zellbreite (+17,6 %) und Zellvolumen (+44,6 %), nicht jedoch in 






4.5 Endothelin- und PD142893-abhängige Veränderungen der 
Zellverkürzung, Zellgröße und MAPK-Aktivierung in SHR-
Kardiomyozyten 
 
In der nächsten Versuchsreihe wurden die Herzmuskelzellen „Spontan Hypertensiver 
Ratten“ (SHR) isoliert (siehe Abschnitt 3.1). Zuerst wurden die akute (eine Stunde 
Inkubation) und chronische (24 Stunden Inkubation) kontraktile Ansprechbarkeit der 
Herzmuskellzellen (siehe Abschnitt 3.4) erfasst. Hierzu wurden wieder die sich als 
wirksam erwiesenen Konzentrationen verwendet (ET: 1 µM; PD142893: 100 nM).  
Es sollte sich nun zeigen, ob ET auch in einem Modell der chronischen Hypertension 
einen Einfluss auf die lastfreie Zellverkürzung isolierter Herzmuskelzellen nimmt. In 




Akuteffekt (Inkubation eine Stunde) von ET (1 µM) auf die lastfreie Zellverkürzung von SHR-
Kardiomyozyten, jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893 (100 nM). Dargestellt sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 32 Zellen/Bedingung aus zwei 







Chronischer Effekt (Inkubation 24 Stunden) von ET (1 µM) auf die lastfreie Zellverkürzung von 
SHR-Kardiomyozyten. Jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893 (100 nM). Dargestellt 
sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 33 Zellen/Bedingung aus zwei 
biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Sowohl nach akuter (Abb. 4.5.1) als auch nach Langzeitinkubation (Abb. 4.5.2) zeigte 
sich, dass ET im Modell der chronischen Hypertension nicht mehr in der Lage ist, die 
lastfreie Zellverkürzung der Kardiomyozyten signifikant zu verändern (akut: +0,2 %, 
chronisch: +1,1 % jeweils vs. Kontrolle). Das Gleiche gilt für die kontraktile 
Ansprechbarkeit in Anwesenheit von PD142893 (akut -6,75 %, chronisch: -0,1 % 








Konzentrations-Wirkungsbeziehung steigender ET-Konzentrationen auf die 
Zellgrößenparameter Zellbreite, -länge und -volumen von SHR-Kardiomyozyten nach 24 
Stunden Inkubation, jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893 (100 nM).  
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 24 Zellen/Bedingung 
aus zwei biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Auch bei der Untersuchung einer möglichen Hypertrophie der SHR-Kardiomyozyten 
nach 24 Stunden ET-Inkubation (siehe Abschnitt 3.4) zeigte sich kein signifikanter 
Effekt der ansteigenden ET-Konzentrationen (0,01 µM – 1 µM) auf Zellbreite, -länge 
und -volumen mehr. Auch die gleichzeitige Anwesenheit des ERA PD142893 (100 nM) 








Darstellung des Phosphorylierungsgrades der MAP-Kinasen p38, JNK und p42/44 von SHR-
Kardiomyozyten nach 1 Stunde Inkubation mit ET (1 µM), jeweils mit und ohne Vorinkubation 
mit PD142893 (100 nM). Dargestellt sind die prozentualen Unterschiede der Mittelwerte 
bezogen auf Kontrolle bzw. PD ± Standardabweichung aus zwei biologischen Replikaten. n.s.: 
nicht signifikant; * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Die fehlenden Veränderungen in der lastfreien Zellverkürzung gingen auch mit 
fehlenden signifikanten Modifikationen des Phosphorylierungsgrads der die 
Myozytenfunktion beeinflussenden MAP-Kinasen p38 und JNK einher (Abb. 4.5.4 links 
und Mitte). 
Die die Zellhypertrophie beeinflussenden p42/p44-MAP-Kinasen hingegen zeigten 
unter ET-Einfluss mit PD-Vorinkubation einen Trend und ohne PD-Vorinkubation einen 
signifikanten Effekt zur vermehrten Phosphorylierung (Abb. 4.5.4 rechts). Diese 
Zunahme im Phosphorylierungsgrad ging jedoch nicht, wie vorher beschrieben, mit 
einer weiteren Größenzunahme (Abb. 4.5.3) der schon basal hypertrophierten Zellen 






4.6 Einfluss von Hyperglykämie auf die Endothelin- und 
PD142893-abhängigen Veränderungen der Zellverkürzung, 
Zellgröße und MAPK-Aktivierung 
 
In der letzten Versuchsreihe wurden erneut die Herzmuskelzellen männlicher Wistar-
Ratten (siehe Abschnitt 3.1) isoliert, diese nun jedoch unter hyperglykämen 
Bedingungen untersucht (30 mM D-Glucose ≙ 541 mg/dl). Zunächst wurde die akute 
(eine Stunde Inkubation) und chronische (24 Stunden Inkubation) kontraktile 
Ansprechbarkeit der Herzmuskelzellen erfasst (siehe Abschnitt 3.4). Hierzu wurden 
wieder die sich als wirksam erwiesenen Konzentrationen verwendet (ET: 1 µM; 
PD142893: 100 nM). Es sollte sich nun sich zeigen, ob ET auch in einem Modell 
Hyperglykämie einen Einfluss auf die lastfreie Zellverkürzung isolierter 
Herzmuskelzellen nimmt. In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob ein 
eventueller Einfluss PD142893-sensibel ist. 
 
Abbildung 4.6.1 
Akuteffekt (Inkubation 1 Stunde) von ET (1 µM) auf die lastfreie Zellverkürzung unter 
hyperglykämen Bedingungen, jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893. Dargestellt 
sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 30 Zellen/Bedingung aus zwei 
biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Nach einer Stunde Inkubation (Abb. 4.6.1) zeigte sich, dass ET, wie schon bei 
Normoglykämie, auch unter hyperglykämen Bedingungen in der Lage ist, die lastfreie 






Während PD142893 bei Normoglykämie in der Lage war, diesen positiven Einfluss zu 
blocken, war dies unter hyperglykämen Bedingungen nicht mehr der Fall  




Chronischer Effekt (Inkubation 24 Stunden) von ET (1 µM) auf die lastfreie Zellverkürzung unter 
hyperglykämen Bedingungen, jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893. Dargestellt 
sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 32 Zellen/Bedingung aus zwei 
biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Nach 24 Stunden Inkubation zeigte sich, dass, entgegen des Effektes bei 
Normoglykämie, ET unter hyperglykämen Bedingungen die lastfreie Zellverkürzung der 
Kardiomyozyten weiterhin signifikant positiv beeinflusst (Abb. 4.6.2 links; +11 % vs. 
Kontrolle). Der gezeigte ET-Effekt konnte durch Vorinkubation mit PD142893 nicht 
mehr beobachtet werden und wurde auch nicht – wie unter Normoglykämie - verstärkt 








Konzentrations-Wirkungsbeziehung steigender ET-Konzentrationen auf die 
Zellgrößenparameter Zellbreite, -länge und -volumen nach 24 Stunden Inkubation unter 
hyperglykämen Bedingungen, jeweils ohne und mit Vorinkubation mit PD142893. Dargestellt 
sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens n = 44 Zellen/Bedingung aus zwei 
biologischen Replikaten. * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Bei der Untersuchung einer möglichen Hypertrophie der Kardiomyozyten unter 
hyperglykämen Bedingungen nach 24 Stunden ET-Inkubation (siehe Abschnitt 4.3.4) 
zeigte sich kein signifikanter Effekt der ansteigenden ET-Konzentrationen (0,01 µM –  
1 µM) auf Zellbreite, -länge und -volumen mehr. Auch die gleichzeitige Anwesenheit 









Darstellung des Phosphorylierungsgrades der MAP-Kinasen p38, JNK und p42/44 nach einer 
Stunde Inkubation unter hyperglykämen Bedingungen, jeweils mit und ohne Vorinkubation mit 
PD142893. Dargestellt sind die prozentualen Unterschiede der Mittelwerte bezogen auf 
Kontrolle bzw. PD ± Standardabweichung aus zwei biologischen Replikaten. n.s.: nicht 
signifikant; * : p ≤ 0.05 vs. Kontrolle/PD. 
 
Die Veränderungen in der lastfreien Zellverkürzung nach einer und 24 Stunden gingen 
dieses Mal ohne signifikante Modifikationen des Phosphorylierungsgrads der die 
Myozytenfunktion beeinflussenden MAP-Kinasen p38 und JNK einher (Abb. 4.6.4 links 
und Mitte). 
Die die Zellhypertrophie beeinflussenden p42/p44-MAP-Kinasen hingegen zeigten 
unter ET-Einfluss sowohl ohne als auch mit PD-Vorinkubation eine signifikant stärkere 
Phosphorylierung an (Abb. 4.6.4 rechts). Diese Zunahme im Phosphorylierungsgrad 
ging jedoch nicht, wie vorher beschrieben, mit einer weiteren Größenzunahme  








Als zunächst hilfreiche Kompensationsmechanismen einer sich entwickelnden 
(chronischen) Herzinsuffizienz gelten unter anderem das veränderte myokardiale 
Kontraktionsverhalten sowie die kardiale Hypertrophie (s. Abschnitt 1.1.4). Diese 
führen jedoch, wie schon beschrieben, im Verlauf zu einer Verschlechterung der 
hämodynamischen Situation und somit zu einem Eintritt in einen Circulus vitiosus und 
dadurch zu einer dekompensierten Herzinsuffizienz. Die genannten 
Kompensationsmechanismen werden unter anderem durch das ET-System 
beeinflusst, wodurch dieses einen möglichen Ansatzpunkt für eine Modulation einer 
sich entwickelnden Herzinsuffizienz darstellt. 
In der vorliegenden Studie wurde die Beeinflussung der kontraktilen Ansprechbarkeit 
und der Myokardhypertrophie durch ET sowie deren Modifikationen durch den 
spezifischen ETA/ETB1-Rezeptorantagonisten PD142893 untersucht. Ein Schwerpunkt 
wurde hierbei auf die Frage gelegt, ob PD142893-sensitive (ETB1) und PD142893-
resistente (ETB2) Rezeptoren unterschiedlich in die Entwicklung und das Fortschreiten 
der genannten Faktoren einwirken. Da ein genetischer Knockout des ETB-Rezeptors 
die Expression beider ETB-Rezeptor blockieren würde, wurde zur Untersuchung der 
Fragestellung der Subtyp-Differenzierung dieser pharmakologische Versuchsansatz 
gewählt. 
Außerdem war von besonderem Interesse, ob kardiale Stressbedingungen, wie sie im 
Kontext von Diabetes (Hyperglykämie) und chronischer Hypertension auftreten, in der 
Lage sind, die Ansprechbarkeit von ET-Rezeptoren auf ET und dessen unspezifischen 
Rezeptorantagonisten PD142893 zu verändern. Die Idee zu den Fragestellungen 
dieser Arbeit basieren auf Erkenntnissen früherer Experimente [73–76], in denen die 
Theorie einer Subdifferenzierung des ETB-Rezeptors - teilweise anhand einer ETA-








• ET verursacht einen zeitabhängigen, kardiodepressiven Effekt über eine ETB2-
Rezeptor-abhängigen Aktivierung des JNK-Signalwegs. 
• ET bewirkt einen prohypertrophen Effekt via einer ETA/ETB1-Rezeptor-
abhängigen Aktivierung des p42/44-Signalwegs und zeigt über ETB2 auch 
negativ hypertrophe Effekte. 
• Modelle der chronischen Hypertension wie auch der Hyperglykämie zeigen 
unter anderem aufgrund modifizierter Rezeptorenkopplungen differenzierte 
Effekte in der lastfreien Zellverkürzung und den Zellgrößenparametern. 
 
 
5.2 Endothelin steigert im Akutexperiment über ETA/ETB1 
konzentrationsabhängig die lastfreie Zellverkürzung  
 
In der vorliegenden Studie zeigte sich erwartungsgemäß ein 
konzentrationsabhängiger, positiv-kontraktiler ET-Akuteffekt unter physiologischen 
Bedingungen (Abb. 4.1.1). Dieser ist gut untersucht und deckt sich mit 
vorangegangenen Studien. So ist bekannt, dass der positiv-kontraktile Effekt auf einer 
ETA-Stimulation, einer PKC- und ROS-abhängigen Aktivierung des NHE mit folgendem 
pH-Anstieg und schließlich einem steigendem Calciumtransienten beruht [23, 95, 116, 
122, 125, 171–176]. Da es sich bei dem ERA PD142893 u.a. um einen ETA-
Rezeptorblocker handelt und der oben genannte ET-Effekt wie beschrieben ETA-
vermittelt ist, konnte auch die positive kontraktile Ansprechbarkeit wie erwartet durch 
PD142893 geblockt werden (Abb. 4.1.1.).  
In den vorliegenden Versuchen gingen die ET-abhängigen Veränderungen in der 
lastfreien Zellverkürzung mit Modifikationen im Phosphorylierungsgrad der die 
Myozytenfunktion beeinflussenden MAP-Kinasen p38 und JNK einher (Abb. 4.1.2). 
Hiermit vergleichbar ist die von Pribnow et al. untersuchte JNK-Aktivierung und 
Calciumtransienten-Modifikation nach ET-Aktivierung in Rattenfibroblasten [177]. In 
den vorliegenden Ergebnissen wurde die unter ET signifikante p38-MAPK-
Phosphorylierung bei Coinkubation mit PD142893 nochmals verstärkt. Gleiches gilt für 
die JNK-Phosphorylierung, bei der ein vorliegender Trend unter ET-Einfluss bei 
Coinkubation mit PD142893 signifikant wurde. In beiden Fällen wurde der ET-





nicht geblockt, sondern sogar deutlich verstärkt. Dieses deutet in beiden Fällen auf 
eine ETB2-Rezeptorsubtyp-abhängige Phosphorylierung hin, die im Falle der JNK erst 
unter ETA-/ETB1-Rezeptorblockung betont und somit erkennbar wird. Beide Zunahmen 
in der Phosphorylierung scheinen nicht mit dem akuten PD142893-vermittelten Block 
des akuten kontraktilen ET-Effekts in Zusammenhang zu stehen. 
 
 
5.3 Endothelin verursacht einen zeitabhängigen, 
kardiodepressiven Effekt via einer ETB2-Rezeptor-abhängigen 
Aktivierung des JNK-Signalwegs 
 
Entgegen der Akutversuche zeigte sich, dass sich der signifikant positive-kontraktile 
Effekt des ETs nach einer Stunde Inkubation (Abb. 4.1.1.) in den Langzeitinkubationen 
über 24 und 48 Stunden zu einem Trend der negativen Beeinflussung umkehrt (Abb. 
4.2.1). Interessanterweise wird dieser negativ-kontraktile Effekt unter Einfluss von 
PD142893 nicht nur nicht inhibiert, sondern sogar verstärkt und erreicht so signifikante 
Werte (Abb. 4.2.2). Somit wurde ein angedeuteter ET-induzierter kardiodepressiver 
Langzeiteffekt unter normoglykämen-normotensiven Bedingungen erst durch Inhibition 
der ETA/ETB1-Rezeptoren aufgedeckt. Der Vermittler dieses kardiodepressiven Effektes 
ist nach ETA/ETB1-Rezeptorenblockung folglich am wahrscheinlichsten der ETB2-
Rezeptor. Dieses wäre auch konsistent mit Theorien vorheriger Studien, in denen ein 
negativ-kontraktiler Effekt des ETs nach ETB-Rezeptorenaktivierung postuliert wurde 
[122, 178]. Insgesamt sind negativ-kontraktile Antworten von Kardiomyozyten nach ET-
Rezeptorstimulation weniger gut dokumentiert, werden aber immer wieder in 
verschiedenen Spezies – inklusive Rattenzellkulturen – gefunden [119–123]. Es gibt 
wenige Informationen darüber, wie ET diesen Effekt hervorruft. Vorgeschlagen wurde, 
dass hierfür, als Folge der schon angesprochenen Aktivierung des ETB-Rezeptors, 
eine Natrium-Calcium-Austauscher-getriggerte (NCX) Verringerung des 
Calciumtransienten verantwortlich ist [122, 179].  
In Kombination mit dem Ergebnis der Abb. 4.1.2., dass die JNK nur unter  
ET-/PD142893-Coinkubation signifikant phosphoryliert wurde, lassen die oben 
genannten Daten vermuten, dass die JNK an der ETB2-anghängigen Induktion von 
kardiodepressiven Effekten beteiligt ist. Vermutlich wird ein kontraktiler Effekt einer 
JNK-Phosphorylierung also erst mit einem gewissen Zeitabstand mit der Möglichkeit 
der downstream der JNK gelegenen Modifikationen z.B. an Enzymen und Proteinen 





Folgeexperiment bei gleichzeitiger direkter Inhibition der JNK erneut einen positiv-
kontraktilen, PD142893-sensitiven Effekt – vermutlich, indem der kardiodepressive, 
ETB2- und JNK-vermittelte Effekt wieder abgeschwächt wurde (Ergebnisse hier nicht 
gezeigt). Die ETB2-abhängige Aktivierung der JNK wurde also durch spezifische 




5.4 Endothelin verursacht einen prohypertrophen Effekt via einer 
ETA/ETB1-Rezeptor-abhängigen Aktivierung des p42/44-
Signalwegs und zeigt über ETB2 auch negativ hypertrophe 
Effekte  
 
In den vorliegenden Versuchen zeigte ET deckungsgleich mit vorangegangen Studien 
einen konzentrationsabhängigen, prohypertrophen Effekt auf Zellbreite und 
Zellvolumen [151, 152] (Abb. 4.3.1). Dieser wurde von PD142893 nicht nur geblockt, 
sondern es zeigten sich unter Coinkubation interessanterweise auch signifikant 
negativ-hypertrophe Effekte (Abb. 4.3.1). Da somit eine ETA/ETB1-Rezeptorblockade 
den prohypertrophen Effekt des ETs vollständig aufhebt, kann zunächst postuliert 
werden, dass sich ETB2-Rezeptoren nicht an der Entwicklung einer ET-vermittelten 
Hypertrophie beteiligen. Vermutlich ist also auch hier der ETB2-Rezeptor der 
entscheidende Vermittler einer ETA-/ETB1 entgegengesetzten Wirkung – in diesem 
Falle einer negativen Hypertrophie. Schon seit Mullan et al. 1997 wurde vermutet, dass 
bei ventrikularen Kaninchenmyozyten sowohl ETA-, als auch ETB-Rezeptoren an der 
Entwicklung einer Hypertrophie beteiligt sind [180]. Gleiches konnte später auch an 
Kardiomyozyten der Ratte gezeigt werden [181]. Lee et al. postulierten schließlich, 
dass an der Entwicklung und Progression einer Kardiomyozyten-Hypertrophie 
verschiedene ETB-Rezeptoren beteiligt sein müssen [76]. In Kombination mit den 
vorliegenden Ergebnissen - wenn auch speziesübergreifend - vermittelt somit 
zusammenfassend am Wahrscheinlichsten der ETB1-Rezeptor prohypertrophe, der 
ETB2-Rezeptor antihypertrophe Effekte. 
Der prohypertrophe Effekt des ETs ging mit einer signifikanten Steigerung im 
Phosphorylierungsgrad der die Hypertrophie positiv beeinflussenden MAP-Kinasen p42 
und p44 einher. Durch PD142893 konnte diese Phosphorylierung auf nicht-signifikante 





vorhergehenden Berichten und etablierten Signalwegen, welche zu einer ET-
abhängigen kardialen Hypertrophie führen [182]. Andere Studien konnten zusätzlich 
zeigen, dass unter bestimmten Bedingungen auch die Stresskinasen p38 und JNK eine 
Rolle in der kardialen Hypertrophie spielen können [158, 183–186]. Diese Studien 
fanden jedoch im Gegensatz zu der vorliegenden Untersuchung entweder an 
neonatalen Kardiomyozyten-Zellkulturen statt und/oder die Hypertrophie war  
α-Agonisten und nicht ET-induziert. 
 
 
5.5 Endothelin und PD142893 zeigen unter anderem aufgrund 
modifizierten Rezeptorenkopplungen an SHR-Kardiomyozyten 
weder Effekte in der lastfreien Zellverkürzung, noch bei den 
Zellgrößenparametern  
 
In den vorliegenden Ergebnissen zeigten SHR- gegenüber normotensiven Wistar-
Kardiomyozyten eine basal signifikant gesteigerte lastfreie Zellverkürzung (Abb. 4.4.1). 
Dies deckt sich mit vorangegangenen Studien [187]. Aufgrund der gesteigerten 
Nachlast pathophysiologisch zu erwarten und wie auch schon in der Literatur 
beschrieben [76, 188], zeigte sich auch in den vorliegenden Ergebnissen eine alle 
Zellgrößenparameter umfassende basale Hypertrophie der SHR- versus Wistar-
Kardiomyozyten (Abb. 4.4.2). 
Weder akut noch chronisch waren ET oder eine ET/PD142893-Coinkubation im Modell 
der chronischen Hypertension dazu in der Lage, die lastfreie Zellverkürzung der 
Kardiomyozyten signifikant zu verändern (Abb. 4.5.1, 4.5.2). Für den fehlenden positiv-
kontraktilen Akuteffekt könnte die in SHR-Tieren durch Drucküberlastung schon basal 
gesteigerte kontraktile Ansprechbarkeit verantwortlich sein, die eine eventuelle 
Rezeptoraktivierung nicht signifikant werden lässt (Abb. 4.4.1). Eine weitere Erklärung 
wäre eine modifizierte bzw. fehlende Rezeptorenkopplung (s.u.). Da auch der unter 
physiologischen Bedingungen negativ-kontraktile Langzeiteffekt nicht mehr zu sehen 
ist, scheint zusätzlich eine Modifikation in der ETB2-Rezeptorenkopplung vorzuliegen. 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie wurde in einer anderen, 
methodentechnisch sehr ähnlichen Untersuchung eine positive Ansprechbarkeit der 
Zellverkürzung isolierter SHR-Kardiomyozyten auf ET beschrieben [189]. Eine 
Erklärung könnte sein, dass in der hier vorliegenden Studie die verwendete 
Konzentration von einem Mikromolar drei Zehnerpotenzen über der von Delbridge et 





einen abnehmend positiv-kontraktilen ET-Effekt an SHR-Myozyten, was dieses 
Argument unterstützt. Hinzu kommt, dass in SHR-Kardiomyozyten durch ein aktiviertes 
ET-System möglicherweise insgesamt höhere ET-Konzentrationen auftreten, so dass 
ein weiterer direkter ET-Effekt auf die lastfreie Zellverkürzung nicht mehr erwartet 
werden kann. Zusammenfassend kann also postuliert werden, dass ET in niedrigen 
Konzentrationen einen Effekt in der lastfreien Zellverkürzung zeigen kann, der aber 
eventuell aufgrund der hier verwendeten, relativ hohen Konzentrationen nicht mehr 
nachgewiesen werden konnte. 
Auch bei der Untersuchung einer möglichen weiteren Hypertrophie der SHR-
Kardiomyozyten nach 24 Stunden ET-Inkubation zeigte sich kein signifikanter Effekt 
von ET oder ET/PD142893-Coinkubation auf die Zellgrößenparameter mehr (Abb. 5.3). 
Hierfür scheinen die schon basal vorliegende Hypertrophie oder erneut eine 
modifizierte Rezeptorenkopplung die naheliegenden Erklärungen zu sein (s.u.). Zwei 
weitere Studien, die jedoch in vivo, mit anderen ERAs und über mehrere Wochen 
durchgeführt wurden, konnten hingegen durchaus einen möglichen Effekt einer 
Rezeptorenblockung auf die ET-vermittelte Hypertrophie zeigen. Die Arbeitsgruppe von 
Karam et al. konnte in SHR-Ratten durch eine zehnwöchige Einnahme von Bosentan 
eine linksventrikuläre Hypertrophie signifikant um sieben Prozent senken [188]. Ito et 
al. zeigten in einem Hypertensionsmodell mittels sogenannten „aortic banding“ an 
Ratten, dass eine ETA-Blockung - innerhalb der einwöchigen Untersuchungszeit - die 
Zunahme einer sich entwickelnden Hypertrophie verhindern konnte [190].  
Die fehlenden Veränderungen in der lastfreien Zellverkürzung gingen – wie erwartet - 
auch mit fehlenden Modifikationen des Phosphorylierungsgrads der MAP-Kinasen p38 
und JNK einher (Abb. 4.5.4). Eine in SHR-Kardiomyozyten beschriebene ET-Rezeptor-
Downregulation könnte eine Erklärung für diese Ergebnisse sein [191]. Eine andere 
mögliche Erklärung wäre, dass, ähnlich zur idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie, 
bei einem heraufreguliertem kardialem ET-System ein Verlust der ET-
Rezeptorenkopplung vorliegt [125]. 
Die p42/p44-MAP-Kinasen zeigten unter ET-Einfluss ohne PD-Vorinkubation einen 
signifikanten Effekt, mit PD-Vorinkubation jedoch nur einen Trend hin zur vermehrten 
Phosphorylierung (Abb. 4.5.4). Dieses ist identisch mit dem Bild, welches sich unter 
normotensiven-normoglykämen Bedingungen zeigt. Dies weist also darauf hin, dass in 
Kardiomyozyten von SHR-Tieren die p42/p44-MAPK-Rezeptorenkopplung zwar intakt 
ist, der abhängige Prozess der (weiteren) Prohypertrophie jedoch verloren geht. Diese 
Veränderung der ETB-Ansprechbarkeit während Entwicklung und Fortschreiten einer 






Die vorliegende Studie zeigt also, dass in Kardiomyozyten von SHR-Tieren zwar eine 
p42/p44 MAPK-Phosphorylierung stattfindet, der abhängige Prozess der Hypertrophie-
Beeinflussung jedoch verloren geht. Der für die kontraktile Ansprechbarkeit 
verantwortliche Signalweg wird hingegen schon auf Ebene der p38-MAPK und JNK-
Phosphorylierung modifiziert. Zusammengefasst bedeutet dies, dass die 
Rezeptorenkopplung der Kardiomyozyten von SHR-Tieren modifiziert bzw. 
beeinträchtigt wird, aber nicht vollständig verloren geht. 
 
 
5.6 Endothelin und PD142893 zeigen unter Hyperglykämie unter 
anderem aufgrund modifizierter Rezeptorenkopplung Effekte in 
der lastfreien Zellverkürzung, jedoch nicht bei den 
Zellgrößenparametern 
	
Eine Hyperglykämie veränderte gegenüber normoglykämen Bedingungen die 
kontraktile Ansprechbarkeit weder akut noch nach 24 Stunden Inkubation (Abb. 4.4.1). 
Im Gegensatz hierzu fanden Lieu & Reid schon 1994 den Einfluss von Streptozocin-
induziertem Diabetes auf die kardiale ET-Ansprechbarkeit in Ratten-Kardiomyozyten 
der Atria [192]: Nach zwei und vier Wochen diabetischen Bedingungen in vivo konnten 
sie einen positiv-inotropen in-vitro-ET-Effekt nachweisen, der jedoch nach acht und 
zwölf Wochen wieder abnahm. Hileeto et al. zeigten einen signifikanten LVEF-Anstieg 
in der Echokardiographie sechs Monate nach Diabetesinduktion [193].  
Mit anderen Studien übereinstimmend war die Hypertrophie für Myozyten, welche unter 
hyperglykämen Bedingungen kultiviert wurden. Zwar ist dieser prohypertrophe Effekt 
einer Hyperglykämie schon längere Zeit aus unterschiedlichen Modellen bekannt [161, 
182, 194], interessant ist jedoch insbesondere der schnelle zeitliche Verlauf im 
vorliegenden Versuchsaufbau. So konnte hier gezeigt werden, dass sich schon nach 
24 Stunden Inkubation eine signifikante Zellgrößenzunahme entwickelte. Bei 
identischer Glukosekonzentration zeigten Chen et al. erst nach 48 Stunden Inkubation 
eine sich entwickelnde Hypertrophie [182]. Diese Untersuchungen fanden allerdings 
mit primären Zellkulturen an nicht-stäbchenförmigen, neonatalen Kardiomyozyten statt, 
die aufgrund ihrer Sternform keinen Unterschied in der Aussage über die Form der 
Hypertrophie (Zellbreite vs. –länge) zuließen. Nunoda et al. untersuchten hingegen 
humane Myokardbiopsien, Shehadeh & Regan beziehen sich in ihrem Übersichtsartikel 
auf Ergebnisse der Framingham-Studie und verweisen dabei auf Echokardiographie-





Im Akutexperiment im hyperglykämen Medium steigerte ET wie unter Normoglykämie 
zwar die Zellverkürzung – dieses Mal jedoch über einen PD142893-resistenten Weg. 
Dies zeigt, dass eine Hyperglykämie vermutlich mit der ETB2-Rezeptorenkopplung 
interagiert und ET eventuell über diesen nun eine positive kontraktile Ansprechbarkeit 
vermitteln kann. Eine vorausgegangene Studie konnte bereits zeigen, dass eine 
Hyperglykämie in Rattenkardiomyozyten zu einer Hochregulierung von ET, ETA und 
ETB auf verschiedenen Ebenen (mRNA, Immunhistochemie, autoradiographische 
Bindungsuntersuchungen) führt und Bosentan nur in der Lage ist, die Steigerung der 
ETA-Expression sowie der ET-Bindung zu unterdrücken [160]. Im Gegensatz hierzu 
zeigte eine weitere Arbeitsgruppe in ihren Ergebnissen eine Hochregulierung von ETA- 
und eine Herabregulierung von ETB-Rezeptoren in Diabetes an Rattenherzen [195]. 
Trotz somit gezeigter verringerter ET-Rezeptorenbindung wie auch herabregulierten 
ETB-Rezeptoren unter Hyperglykämie scheint der ETB2-Rezeptoren eine zu 
physiologischen Bedingungen modifizierte Rolle in der kontraktilen Ansprechbarkeit zu 
spielen. 
Auch bei chronischer Inkubation zeigte ET einen - entgegen der Normoglykämie - 
signifikant positiven Effekt auf die lastfreie Zellverkürzung. Unter PD142893-
Coinkubation zeigten sich keine Abweichungen in der lastfreien Zellverkürzung im 
Vergleich zur Kontrolle mehr. Dies kann nun durch zwei Theorien erklärt werden. 
Entweder konnte der positiv-kontraktile ET-Effekt also durch den ERA geblockt werden 
und/oder es zeigte sich wie unter normoglykämer Langzeitinkubation (Abschnitt 5.3) 
erneut eine ETB2-vermittelte Verschiebung der Werte in Richtung negative kontraktile 
Ansprechbarkeit. Da jedoch keine JNK-Aktivierung stattfand (s.u.) scheint Letzteres 
eher unwahrscheinlich. ET verursachte also am Wahrscheinlichsten, wie auch unter 
normoglykämen Bedingungen unter JNK-Inhibition, einen positiv-kontraktilen Effekt 
unabhängig von ETB2-Rezeptoren. An der schon weiter oben erwähnten Studie von 
Hileeto et al. war hierzu auch interessant, dass eine Behandlung mit Bosentan bei den 
diabetischen Tieren dazu führte, dass der Diabetes-induzierte LVEF-Anstieg komplett 
verhindert werden konnte [193]. Aufgrund des hier gewählten Studiendesigns mit 
Zugabe von PD142893 erst nach 24 Stunden Hyperglykämie sind die Studien jedoch 
nur bedingt vergleichbar. 
Weder ET noch PD142893 waren dazu in der Lage, auf die unter Hyperglykämie basal 
hypertrophierten Zellen einen weiteren Einfluss zu nehmen (Abb. 4.6.3). Chen et. al. 
konnten 2007 hingegen zeigen, dass eine glukoseinduzierte Hypertrophie bei 
frühzeitiger Coinkubation durch den unspezifische ERA Bosentan verhindert werden 
kann [182]. Auch andere Studien zeigten ET-abhängige kardiale Veränderungen in 





mehrere Wochen [160, 196]. Um zu untersuchen, ob eine Glukose-induzierte 
Hypertrophie zu verhindern gewesen wäre, hätte eine PD142893-Inkubation 
gleichzeitig zum hyperglykämen Stimulus stattfinden müssen. Aufgrund des in dieser 
Studie gewählten Versuchsaufbaus (s.o.) konnte der von Chen et al. gefundene, 
interessante Bosentan-Effekt somit nicht mit dem hier verwendeten ERA PD142893 
verglichen werden.  
Die Veränderungen in der lastfreien Zellverkürzung gingen dieses Mal ohne 
signifikante Modifikationen des Phosphorylierungsgrads der MAP-Kinasen p38 und 
JNK einher (Abb. 4.6.4) – fanden also über einen p38/JNK-unabhängigen Signalweg 
statt.  
Die die Zellhypertrophie beeinflussenden p42/p44-MAP-Kinasen hingegen zeigten 
unter ET-Einfluss sowohl ohne als auch mit PD-Vorinkubation eine signifikant stärkere 
Phosphorylierung (Abb. 4.6.4). Ähnlich zu SHR-Kardiomyozyten weist die vorliegende 
Studie also darauf hin, dass in Kardiomyozyten unter Hyperglykämie die p42/p44 
MAPK-Rezeptorenkopplung zwar intakt ist, der abhängige Prozess der (weiteren) 
Hypertrophie jedoch auch hier verloren geht. Chen 2007 et al. hingegen zeigten in 
Kardiomyozyten unter Hyperglykämie eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung 
der p42/44 MAP-Kinase [182]. Eine simultane Inkubation mit Bosentan verhinderte 
diese MAP-Kinasenaktivierung. Eine Inhibierung der upstream gelegenen PKC 
resultierte in einer vollständigen Normalisierung der Glukose-induzierten MAPK-
Aktivierung. 
Ergänzend soll erwähnt werden, dass eine Hyperglykämie allein zu einer gesteigerten 
Diacylglycerol (DAG)-vermittelten PKC-Aktivierung und so aufgrund der überlappenden 
Signalkaskaden insgesamt zu veränderten ET-Effekten führen kann [25, 197–199]. 
Dies zeigt also, dass ET- und PD-abhängige Veränderungen in der kontraktilen 
Ansprechbarkeit und den Zellgrößenparameter unter hyperglykämen Bedingungen 
deutlich von denen unter physiologischen Bedingungen modifiziert sind. Gleiches gilt 
für die p42/p44 MAPK-Phosphorylierung, deren abhängiger Prozess der Hypertrophie-
Beeinflussung verloren geht. Der für die kontraktile Ansprechbarkeit verantwortliche 
Signalweg wird hingegen erneut schon auf Ebene der p38-MAPK und JNK-
Phosphorylierung modifiziert. Zusammengefasst bedeutet dies, dass auch hier die 
Rezeptorenkopplung der Kardiomyozyten unter Hyperglykämie modifiziert bzw. 







Die (chronische) Herzinsuffizienz stellt insbesondere in einer alternden Gesellschaft 
einen zunehmenden sozioökonomischen Faktor dar. Die zunächst hilfreichen, 
körpereigenen Kompensationsmechanismen enden jedoch in einem Circulus vitiosus 
und werden u.a. durch das Endothelin (ET)-System beeinflusst. Bisherige Versuche 
einer Herzinsuffizienz-Therapie mit ET-Rezeptorantagonisten (ERAs) konnten sich 
allerdings nicht bewähren. Ein Grund hierfür könnte die bisherige, gleichzeitige 
Modulierung mehrerer ET-Rezeptoruntergruppen sein. In der vorliegenden Studie 
wurde untersucht, wie der spezifische ETA/B1-Rezeptorantagonist PD142893 unter ET-
Stimulation in Teilaspekte der Entwicklung einer Herzinsuffizienz eingreift. Außerdem 
sollte gezeigt werden, ob kardialen Stressbedingungen wie Hyperglykämie und 
chronische Hypertension eine weitere Modulation bewirken.  
 
Für die Untersuchungen wurden ventrikuläre Herzmuskelzellen normotensiver oder 
chronisch hypertensiver adulter Ratten isoliert. Diese inkubierten über 1, 6 und 24 
Stunden mit ET ± PD142893, ggf. zusätzlich unter hyperglykämen Bedingungen (30 
mM Glukose). Es erfolgte die Messung der kontraktilen Ansprechbarkeit im 
elektrischen Feld, die Bestimmung des Zellquerschnitts als Hypertrophiemarker, sowie 
die Bestimmung möglicher MAP-Kinasenaktivierungen durch Analyse der 
Phosphorylierungen von p38, JNK und p42/44. 
 
ET bewirkte einen zeitabhängigen, kardiodepressiven Effekt über eine ETB2-Rezeptor-
abhängige Aktivierung des JNK-Signalwegs. Außerdem zeigte ET einen 
prohypertrophen Effekt via einer ETA/ETB1-Rezeptor-abhängigen Aktivierung des 
p42/44-Signalwegs und bewirkte über ETB2 auch negativ hypertrophe Effekte. Modelle 
der chronischen Hypertension wie auch der Hyperglykämie zeigten unter anderem 
aufgrund modifizierter Rezeptorenkopplungen differenzierte Effekte in der lastfreien 
Zellverkürzung und den Zellgrößenparametern. 
 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass bei der Entwicklung möglicher Ansatzpunkte einer 
künftigen Herzinsuffizienztherapie mit ERAs ein besonderes Augenmerk auf die 
selektive Intervention der einzelnen Rezeptorsubgruppen gelegt werden sollte. Die 
gezeigten Rezeptormodulationen durch die häufig koinzidenten pathophysiologischen 
Zustände Hyperglykämie und Hypertension erschweren eindeutige Vorhersagen der 





7 Summary  
 
Chronic heart failure represents an increasing socio-economic factor particularly in 
ageing society. The initially helpful, natural compensatory mechanisms of the 
organism, however, end in a vicious circle and are affected by the Endothelin (ET) 
system. Previous efforts of heart failure therapy using endothelin receptor antagonists 
(ERAs) could not stand the test. One reason for this might have been that multiple ET 
receptor subgroups were regulated simultaneously. In this study we investigated how 
the specific ETA/B1-receptor antagonist PD142893 intervenes in partial aspects of heart 
failure during endothelin stimulation. Furthermore a possible modulation in conditions 
of cardiac stress such as hyperglycaemia and chronic hypertension was investigated. 
  
The study was performed in ventricular cardiomyocytes isolated from normotensive or 
hypertensive rat. These were incubated with ET ± PD142893 under normoglycaemic (5 
mM glucose) or hyperglycaemic conditions (30 mM glucose) for 1, 6 and 24 h. Load 
free cell shortening was monitored as a read-out of cell function, cell sizes were 
analyzed as a parameter of hypertrophy and activation of MAP kinase pathways was 
determined by p42/p44, p38, and JNK phosphorylation. 
 
ET caused a time-dependent, cardiodepressive effect via an ETB2-receptor-dependent 
activation of the JNK-pathway. Additionally ET showed pro-hypertrophic effects via an  
ETA/ETB1-receptor-dependent activation of the p42/44-pathway and caused a negative 
hypertrophy via ETB2. Models of chronic hypertension and hyperglycaemia showed 
differentiated effects in load free cell shortening and cell sizes caused by altered 
receptor coupling. 
 
The present paper shows that in the development of possible prospective therapies in 
heart failure with ERAs we should focus on selective intervention of distinct ET receptor 
subgroups. The shown receptor modulations by often coincidentally present 
pathophysiologic conditions such as hyperglycaemia and chronic hypertension 








% (vol/vol) Volumenprozent  
% (wt/vol) Gewichtsprozent 
Aqua bidest aqua bidestillata  
Abb.  Abbildung 
ARVCM  Arrhyhtmogene rechtsventrikuläre Kardiomyopathie 
DTT  Dithiothreitol 
ECL   Elektrochemilumineszenz 
ESC  European Society of Cardiology 
ERA   Endothelin-Rezeptorantagonist 
ET  Endothelin 
FCS  Fötales Kälberserum 
h  Stunde 
HF-REF Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion 
HF-PEF Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-2-ethanolsulfonsäure 
HRP  horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 
IgG  Immunglobulin G 
JNK  c-Jun N-terminale Kinase 
KHK  Koronare Herzkrankheit  
LVEF  Linksventrikuläre Ejektionsfraktion 
M  mol/l 
MAP-Kinase Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
min  Minute 
NBT  Nitro-Blue-Tetrazolium 
NHE  Natrium-Protonen-Austauscher 





PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung (engl. „phosphate buffered saline“) 
PKC  Proteinkinase C 
PVDF  Polyvinylidenfluorid 
pH  negativer dekadischer Logarithmus der H+-Aktivität 
rpm  Umdrehungen pro Minute (engl. „revolutions per minute“) 
ROS   reaktive Sauerstoffspezies  
SDS  Natrium-Dodecylsulfat 
SHR  Spontan Hypertensive Ratte 
SAPK  Stress-aktivierte Proteinkinase 
TBS  Tris-buffered saline (Puffer) 
ZVD  Zentraler Venendruck 
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11 Anhang  
	
11.1 Übersicht über mögliche Ätiologien der Herzinsuffizienz 
Ohne Anspruch auf Vollständigkeit, teilweise mit Überlappungen,  
modifiziert nach [1]. 
	
 
Erkrankungen des Myokards  
1. Koronare Herzkrankheit 
2. Arterielle Hypertonie 
3. Cardiomyopathie (CM) 
a. Familiär (hypertrophe, dilatative, restriktive CM, ARVCM) 
b. Erworben 
i. Myokarditis 
1. Infektiös (bakteriell, viral, fungal) 
2. (Auto-)immunvermittelt  
3. Toxisch (Medikamente, Alkohol, Schwermetalle) 
ii. Endokrin/Nutritional 
iii. Schwangerschaft 
iv. Infiltration (Amyloidose, bösartige Erkrankungen) 
Valvuläre Herzkrankheiten  
Erkrankungen des Perikards 
1. Konstriktive Perikarditis 
2. Perikarderguss 
Erkrankungen des Endokards 
1. Endokarditis (mit und ohne Eosinophilie) 
2. Endokardiale Fibroelastose 
Vitien 
1. Azyanotische Vitien 
a. Klappenstenosen 
b. Septumdefekte 





2. Zyanotische Vitien 
a. Fallot’sche Tetralogie 
b. Atresien 
c. Transposition der großen Arterien 
d. Univentrikuläre Herzen 
Arrhythmien  
1. Bradykarde Herzrhythmusstörungen 
2. Tachykardie Herzrhythmusstörungen 
Erkrankungen des Reizleitungssystems  
1. Blöcke (SA-, AV-Block) 
2. Akzessorische Leitungsbahnen 
Situationen mit erhöhtem Bedarf 
1. Anämie 
2. Sepsis 
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